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Ocelote

Con lentitud dibuja la estela de muerte
sobre el polvoso camino en la sabana,
arrastrando el caddver de la
delicadeza.

Que los conejos se escondan, victimas
del dolor en la quijada.

Que se remonten dias, suefos,
ateridas cargas de suplicio
inquebrantable.

S

La maquinaria de manchas recorre
pastos tras la erosion de los de las
cactdceas.

Suda posibilidades inhdspitas en
esta agreste agonia de la tierra. Pero la soledad abarca hasta las nubes que
derraman angustia sobre las bromelias incrustadas en los drboles, olvidadas,
alrededor de la sabana abierta.

Debajo de la frescura se esconde la
muerte.

El ocelote marcha, necesario, estridente,
pegajoso, por las innumerables dobleces
de la noche, hasta verter sangre en este
polvoriento habitat.

Anonimo.
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Resumen

El manejo de ejemplares ex situ de especies silvestres bajo cuidado humano es una
herramienta importante para la conservacion, principalmente en especies que se
encuentra en peligro de extinciébn, como el ocelote (Leopardus pardalis). En el
presente trabajo se realizo6 la genotipificacion de ocelotes mantenidos bajo cuidado
humano en México con base en nueve marcadores microsatélites. Se evaluo la
estructura genética de 21 individuos mantenidos bajo cuidado humano de diferentes
localidades. Se calcularon algunos parametros de variabilidad genética como
heterocigosis esperada, heterocigosis observada, nUmero medio de alelos, alelos
efectivos y riqueza alélica. Los ejemplares de ocelote ex situ en México (se tuvo
acceso a 21 muestras de ejemplares) mediante un analisis discriminatorio de
componentes principales, mostr6 una estructura genética heterogénea. Se
encontraron valores de diversidad genética altos (He = 0.79 y Na = 9.89) y no se
detectaron cuellos de botella reciente. Con base en la estimacion de relaciones de
parentesco entre pares de individuos y tomando en cuenta el sexo de cada ejemplar,
se proponen cruzamientos dirigidos entre ejemplares bajo un protocolo de
minimizacion de parentesco medio (Minimizing kinship), con el cual se podria
maximizar la retencion de la diversidad genética y diversidad alélica. A pesar del
escaso numero de individuos analizados, se determin6 que los niveles de diversidad
geénica para los ocelotes bajo cuidado humano en México son altos, sin embargo,
estos datos pueden estar sobreestimados debido a que se cuenta con ejemplares
de diversas ubicaciones geograficas dentro del pais. Es necesario realizar estudios
adicionales para conocer la diversidad genética de los ocelotes en vida silvestre de

distintas poblaciones y poder comenzar con programas de conservacion que
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integren las poblaciones silvestres y los ejemplares bajo cuidado humano como

reservorio genético a través de una adecuada gestion en México.

Palabras clave: Leopardus pardalis, microsatélites, genética de la conservacion,

genaotipificacion.

Abstract

The management of ex situ specimens of wild species under human care is an
important tool for conservation, mainly for endangered species, such as the ocelot
(Leopardus pardalis). We genotyped ocelots under human care in Mexico using nine
microsatellite markers. We determined the genetic structure of the ex situ population,
parameters of genetic variability such as expected heterozygosity, observed
heterozygosity, medium allele, number effective alleles, and allele richness. Ex situ
ocelot specimens in Mexico (21 individuals) trought a discriminant analysis of
principal components showed a heterogeneous genetic structure, high genetic
diversity values (He = 0.79 and Na = 9.89) and no recent bottlenecks. With kinship
relationships among individuals and taking into account sex information, directed
breeding between specimens is proposed under a minimizing kinship protocol to
maximize the retention of genetic diversity and allelic diversity. Despite the low
number of individuals analyzed, it was determined that the levels of genetic diversity
for ocelots in human care in Mexico are high. However, these data should be taken
with caution because analyzed specimens come from different geographic areas

within the country, for which it is necessary to carry out additional studies to know



the genetic diversity of wild ocelots and their population structure, to be able to start
with conservation programs that integrate wild populations and specimens under

human care as genetic reservoirs by means of an adequate management in Mexico.

Keywords: Leopardus pardalis, microsatellites, genetics of conservation,

genotyping.



Introduccién

Felinos en México
Los felinos se encuentran clasificados dentro de la familia Felidae (Carnivora) la

cual se subdivide en dos subfamilias, Pantherinae que se conforma principalmente
por los llamados grandes felinos y Felinae que agrupa principalmente a los llamados
pequefios felinos, con un total de 14 géneros de felinos, con aproximadamente 40
especies dentro de la familia (Wilson y Reeder, 2005; Kitchener et al., 2017; Bellani,
2020). Los felinos son animales hipercarnivoros, que se caracterizan por tener
miembros delanteros cortos, miembros posteriores musculosos, cuerpo &gil,
columna flexible, bulla auditiva de doble camara, cara acortada, craneo abovedado,

muelas carniceras y garras retractiles (Sunquist y Sunquist, 2002).

Dentro del territorio mexicano se distribuyen seis especies pertenecientes a cinco
géneros: Herpailurus, Leopardus, Lynx, Panthera y Puma (Ramirez et al., 2008;
Servin, 2013; Ceballos, 2014). El puma (Puma concolor) y el jaguar (Panthera onca)
son considerados grandes felinos, mientras que el jaguarundi (Herpailurus
yaguaroundi), el lince (Lynx rufus), el tigrillo (Leopardus wiedii) y el ocelote
(Leopardus pardalis) son considerados medianos y pequefios (Aranda, 2012;
Servin, 2013).

El ocelote

El ocelote (Leopardus pardalis Linnaeus, 1758), es un felino neotropical endémico
del continente americano, con gran relevancia en la dinamica de comunidades,
dentro de la cual funge un importante papel como mesodepredador dentro de los

habitats en donde se distribuye (Oliveira et al., 2010; Wang et al., 2019).



A diferencia de la mayoria de los felinos, el ocelote posee 36 cromosomas,
lo que es caracteristico de las especies pertenecientes al género Leopardus
(Wurster-Hill y Centerwall, 1982; Modi y O'Brien, 1988). Su aspecto tiene una
coloracion amarilla-parda y blanco grisaceo en la parte interior de las extremidades,
con manchas negras a café en su pelaje, que en los costados toman la forma de
rosetas alargadas con el interior de color café. Presenta orejas redondeadas,
erectas, de color negro y con una mancha blanca en la parte posterior, cola anillada
y relativamente corta en comparacion con sus miembros posteriores, que oscila de
los 270 a los 450 mm de longitud. La longitud total del ocelote fluctia de 700 a 1000
mm, mientras que su peso corporal varia de los 6 a los 16 kg, en donde,
regularmente las hembras son de menor talla y peso que los machos (Hall, 1981;

Leyhausen, 1990; Murray y Gardner, 1997; Aranda, 2012).

Es un carnivoro solitario, con habitos terrestres de caza, con actividad diurna
y hocturna. Su alimentacion consta principalmente de pequefios y medianos
mamiferos, como roedores y lagomorfos; ademas puede alimentarse en menores
proporciones de aves, peces, reptiles e insectos. El ocelote es depredado por
grandes felinos, serpientes y cocodrilos principalmente (Murray y Gardner, 1997; De
Villa Meza et al., 2002; Sunquist y Sunquist, 2002; Aranda, 2005, Briones-Salas et

al., 2016).

La distribucién de la especie en el continente es muy amplia, abarcando
desde los Estados Unidos de América y México a través de América Central, hasta
Uruguay Yy el norte de Argentina (Figura 1) (Stangl y Young, 2011; Avila-Villegas y

Lamberton-Moreno, 2013). En México se distribuye por toda la costa del Pacifico y
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la costa del Golfo de México, desde el norte de Sonora y Tamaulipas hacia el sur,

incluyendo toda la Peninsula de Yucatan (Figura 1) (Hall, 1981; Ceballos, 2014).

Figura 1. Distribucion continental del ocelote. Basado en Paviolo et al., 2015.

La presencia del ocelote se asocia a climas calidos y humedos, ademas de
tener una clara preferencia por ambientes conservados con densa cobertura vegetal
(Aranda, 2005; Ceballos, 2014). Sin embargo, se tienen registros de su presencia
en areas perturbadas con escasa cobertura vegetal (Paviolo et al., 2015). Asi
mismo, se han observado ocelotes en distintos tipos de habitat, desde pastizales,

selvas tropicales, manglares, hasta bosques de pino-encino (Nowell y Jackson
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1996; Sunquist y Sunquist, 2002; Barcenas y Medellin, 2010). Por otra parte, en
algunos trabajos se sugiere que la densidad y abundancia del ocelote esta
relacionada a otros factores ambientales, como la precipitacion, que da como
resultado el aumento de la produccion primaria de la selva o bosque y esto favorece
el aumento en el nimero de presas disponibles (biomasa de presas) para los

depredadores (Di Bitetti et al., 2008; Rocha et al., 2016).

El notable decremento de las poblaciones de ocelotes, asi como de otras
especies es uno de los mas graves problemas del Antropoceno derivado del
crecimiento demogréfico exponencial humano y la utilizacion irresponsable de los
recursos naturales (Ceballos et al. 2017). La extincion masiva de especies sucede
a un ritmo acelerado y cada vez es mayor el nimero de especies que requieren de
la intervencién humana para optimizar su manejo y asegurarles la supervivencia
(Telleria, 1999; Galetti y Dirzo, 2013; Ceballos et al. 2017; Diaz et al. 2019).
Genética para la conservacion de la vida silvestre
La genética de la conservacion es la aplicacién de la genética para preservar las
especies como entidades dindmicas capaces de hacer frente al cambio ambiental
ante la disminucion de la diversidad genética (Templeton, 1991; Frankham et al.,
2002; Exposito-Alonso et al., 2022) y tiene como objetivo central la necesidad de
reducir las tasas actuales de extincion y preservar la biodiversidad (Telleria, 1999;
Exposito-Alonso et al., 2022). La genética de la conservacion se ocupa de los
factores genéticos que afectan el riesgo de extincion y los programas de manejo de
la diversidad genética necesarios para minimizar dichos riesgos (Frankham, 1999;

Telleria, 1999). Frankham (2003), destaca como aspectos genéticos importantes en
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la biologia de la conservacion: la depresion por endogamia y exogamia; la deriva
génica; la fragmentacién de poblaciones y reduccion del flujo de genes; la pérdida
y acumulacion de mutaciones perjudiciales; la pérdida de variacion genética y de la
adecuacion; el descenso de la variabilidad genética y de la eficacia biologica
(fitness); la adaptacién al manejo bajo cuidado humano y sus efectos adversos; el
uso de analisis moleculares para vislumbrar aspectos relevantes para la delimitacion

de unidades de manejo y conservacion de especies.

Los efectos del tamafio poblacional reducido, asi como los impactos del
cambio climéatico, pérdida y fragmentacion del habitat sobre dichas poblaciones, se
traducen en una preocupaciéon importante en la biologia de la conservacion, ya que
las especies en peligro de extincidon tienen poblaciones pequefias y en continuo
declive a lo largo del tiempo (Vrijenhoek, 1994; Frankham, 1999; Pauls et al., 2013).
Asi, la variacion genética sustenta la aptitud de la poblacién y el potencial de
adaptacion, que cuando estas poblaciones sufren de endogamia y por lo tanto
pérdida de diversidad genética se genera un incremento en el riesgo de extincion
(Reed y Frankham, 2003; Hoffmann, Sgro y Kristensen, 2017; Leigh et al., 2019).
Debido a todos estos factores, un objetivo importante del manejo de la diversidad
genética es minimizar la endogamia y la pérdida de diversidad (Brook et al., 2002;

Charlesworth, 2003; Frankham, 2003; Lino et al., 2019).

El manejo de la diversidad genética y el uso de marcadores moleculares han
recibido un impulso significativo en las Gltimas décadas en la ecologia, la biologia
de la conservacién y en el manejo de especies, especialmente aquellas en peligro

de extincion (Gonzalez, 2003; Godoy, 2009; Ottewell et al., 2014). Estudios tedricos
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y experimentales en poblaciones y comunidades han documentado los cambios que
se producen en la diversidad genética a medida que estas se fragmentan y reducen
su tamafio; confirmando las consecuencias negativas que esto ocasiona en la
viabilidad de la poblacion y la adaptacion (Savolainen, 1994; Vrijenhoek,1994;
Hedrick, 2001; Kristensen y Sgrensen, 2005; Godoy, 2009; Leigh et al., 2019;
Exposito-Alonso et al., 2022). Adicionalmente, la aplicacion de marcadores
moleculares junto con la teoria evolutiva facilita la comprension de informacion
demografica, ecolbgica, evolutiva y de comportamiento de especies particulares
(Godoy, 2009: Avise, 2012; Exposito-Alonso et al., 2022). Toda esta informacion
proporciona métodos que se convierten en herramientas efectivas para la gestion,
manejo, disefio de estrategias y programas de conservacion de especies en peligro
de extincion (Arif y Khan, 2009; Godoy, 2009; Li et al., 2020; Fazzi-Gomes et al.,
2021). La importancia demostrada de los estudios genéticos y el uso de marcadores
moleculares para la persistencia de las especies y la contribucion significativa de
las técnicas genéticas a la practica de conservacion las hacen una herramienta
clave para la formulacion de politicas y gestion de la vida silvestre (Arif y Khan,
2009; Li et al., 2020).

Marcadores moleculares

La identificacion genética o molecular que se ha utilizado ampliamente en la
investigacion, manejo y conservacion de la vida silvestre, es el uso de marcadores
moleculares para determinar a qué especie o poblacion pertenece un individuo, asi
como su identidad o la de una muestra bioldgica (Arif y Khan, 2009; Li et al., 2020;

Fazzi-Gomes et al., 2021).
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Gracias a la genética de la conservacion y al uso de técnicas de biologia y genética
molecular, los estudios genéticos se han visto revolucionados en las ultimas
décadas, con el surgimiento de nuevas técnicas y sus aplicaciones se ha hecho
posible dilucidar complejas funciones del ADN a nivel molecular (Haig, 1998; Wayne
y Morin, 2004; Garcia-Merchéan et al., 2021). En especial, desde el descubrimiento
de la PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa), la cual ha potenciado el estudio
y la medicion de la variabilidad genética (Aranguren et al., 2005; Grisolia et al.,
2007). En la actualidad existen distintos marcadores moleculares, destacan los loci
de microsatélite que, debido a sus propiedades, se han convertido en marcadores
de eleccion para estudiar la estructura genética de poblaciones y para la
conservacion de especies (Aranguren et al., 2005). Los microsatélites son
repeticiones en tandem de 1 a 6 nucledtidos que se encuentran con alta frecuencia
en los genomas nucleares y se obtienen mediante PCR. Requiriendo de iniciadores
(oligonucleédtidos con aproximadamente 20 pares de bases), que flanquean los
segmentos deseados, en donde la ADN polimerasa afiade nucledtidos en el extremo
3" al reconocer las secuencias complementarias del ADN molde (Selkoe y Toonen,
2006). Dado su elevado nivel de polimorfismo, los microsatélites resultan ser Gtiles
para definir genotipos multilocus de particular interés en estudios donde se requiere
una escala de resolucion fina, diferenciando entre genotipos muy cercanos, siendo
especialmente estos estudios los referidos a analisis de paternidades, parentescos,
asignacion de individuos a raza o grupo, planificacion de apareamientos y otros
aspectos de indole reproductivo (Selkoe y Toonen, 2006; Faleiro, 2007). Por otra
parte, los microsatélites tienen una amplia distribucion en el genoma, herencia

mendeliana, son codominantes (Selkoe y Toonen, 2006; Alcantara, 2007) y son de
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utilidad para estimar la pérdida de variabilidad genética, al compararlos con ADN de
ejemplares provenientes de colecciones cientificas a través de la evaluacién del
namero de alelos y los niveles de heterocigocidad (Bi et al., 2013; Janecka et al.,

2014).

A partir del mapeo genético de microsatélites en Felis catus desarrollado por
Menotti-Raymond et al. (1999) se han desarrollado un gran nimero de trabajos
basados en microsatélites en diversas especies de la familia Felidae con distintos
fines. Por ejemplo, conocer estructuras poblacionales, variabilidad genética,
estimaciones de tamafio poblacional, flujo de genes entre poblaciones, hibridacion
entre felinos silvestres y reconocimiento de subespecies (Spong et al., 2002;
Johnson et al., 2004; Buckley-Beason et al., 2006; Ruiz-Garcia et al., 2006; Oliveira
et al., 2008; Trigo et al., 2008; Charruau et al., 2011; Janecka et al., 2011; Joshi et
al., 2013; Trigo et al., 2013; Rueda, 2015; Van De Kerk et al., 2019; Naude et al.,

2020; Kantek et al., 2021).

Una constante amenaza de las poblaciones pequeiias y aisladas es la
pérdida de la diversidad genética debido a la deriva, en donde se fijan los alelos
mas frecuentes y se pierden los poco frecuentes (Lacy, 1987; Kristensen y
Sgrensen, 2005). Sin embargo, con un manejo adecuado, se puede mantener la
diversidad genética en poblaciones bajo cuidado humano (Arthofer et al., 2018).
Una forma de identificar cambios en la diversidad genética es mediante
microsatélites (Jarne y Lagoda, 1996) y un factor fundamental en todo estudio
depende de los costos derivados del nimero de loci utilizados (Schuelke, 2000).

Existen casos documentados como del lobo mexicano (Canis lupus baileyi), el lobo
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ibérico (Canis lupus signatus) y el lince ibérico (Lynx pardinus), en donde se han
realizado estudios basados en marcadores moleculares como los microsatélites,
que han servido como base de los programas de cria dentro de colecciones
zoolbgicas para la reintroduccion y reforzamiento de poblaciones silvestres de
dichas especies (Garcia-Moreno et al., 1996; Ramirez et al., 2006; Vargas et al.,

2007; Vargas, 2009; Jaramillo-Jaimes et al., 2011; Casas-Marce et al., 2013).

Para el andlisis de la variabilidad genética existe una gran diversidad de
indicadores de diversidad para cuantificar y resumir la informacion a términos
manejables. Los pardmetros mas empleados son: el nUmero de alelos por locus, el
namero de alelos efectivos por locus, la riqueza alélica, la heterocigosidad esperada
(He) y observada (Ho) (Aranguren et al., 2001, 2005).

Cebador universal CAG tag

El uso de cebadores universales ha sido una técnica desarrollada con base en la
aplicacion de la prueba de PCR anidada (Guo y Milewicz, 2003), que disminuye
considerablemente costos en el marcaje de cebadores con fluoréforos (Schuelke,
2000; Boutin-Ganache et al., 2001; Guo y Milewicz, 2003). La reaccion de PCR se
realiza mediante el uso de tres cebadores de ADN, el primero es un cebador
especifico de la secuencia blanco que en su extremo 5 contiene la secuencia del
cebador universal CAG tag; el segundo es el cebador inverso de la secuencia
especifica; mientras que el tercero es el cebador universal, en este caso con la
secuencia CAG y un tag marcado con algun fluoréforo. Las condiciones de
termociclado durante los primeros ciclos deben permitir que el cebador directo con

la secuencia del cebador universal en su extremo 5° se incorpore a los productos
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de PCR, y posteriormente cuando se agote el cebador directo se reduce la
temperatura para facilitar el apareamiento del cebador universal CAG tag marcado
con el fluoroforo, y continde asi, como si fuese el cebador directo e incorpore el

fluoréforo a los productos de la PCR (Schuelke, 2000; Boutin-Ganache et al., 2001).

Antecedentes

Estado de conservacion y efectos de la reduccion poblacional

Los felinos son especies vulnerables ante las actividades antropogénicas, que
ocasionan la pérdida y la fragmentacion del habitat, reduciendo a niveles criticos las
poblaciones de plantas y animales (Ceballos et al., 2017). La pérdida y
fragmentacion del héabitat, entre otras amenazas, ha ocasionado que varias
especies de felinos se encuentran catalogadas dentro de alguna categoria de riesgo
(Nowell y Jackson, 1996; Pope, 2000; Swanson, 2003). Existen casos
documentados y contundentes como del chita (Acinonyx jubatus) (Merola, 1994;
Munson et al., 2005; Castro-Prieto et al., 2011), el jaguar (Panthera onca) (Paviolo
et al., 2008; Haag et al., 2010; Rabinowitz y Zeller, 2010) y el lince ibérico (Lynx
pardinus) (Gaona et al., 1998; Delibes et al., 2000), cuyas poblaciones se han

reducido drasticamente producto de la fragmentacion y pérdida del paisaje.

Al igual que otras especies de felinos, el ocelote se ve amenazado por la
reduccion de la diversidad genética de sus poblaciones silvestres, con respecto a la
diversidad genética poblacional histérica (Janecka et al., 2014). Esta reduccion de
la diversidad se ha dado gradual y principalmente por la pérdida y fragmentacion
del habitat, comercio legal desmedido de pieles en las décadas de los cincuenta a
los setenta, el trafico ilegal de pieles, la caza ilegal y cada vez mas comun
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atropellamientos de individuos (Sunquist y Sunquist, 2002; Ceballos y Eccardi,
2003; Haines et al., 2005; Di Bitetti et al., 2006; Pérez y Santos, 2015; SEMARNAT,
2018). En su conjunto, estos hechos han provocado una reduccién de sus
poblaciones y de la distribucién geografica del ocelote en México y en los otros
paises donde originalmente se distribuye (Nowell y Jackson, 1996; Sunquist y
Sunquist, 2002; Aranda, 2005; Di Bitetti et al., 2008). Por tales motivos, en México
de acuerdo con la normatividad nacional, Leopardus pardalis se encuentra en
peligro de extincibn como lo establece la NOM-059-SEMARNAT-2010
(SEMARNAT, 2010) quedando su caza prohibida desde el afio 2002 (SEMARNAT,
2002). En el marco internacional, se considera una especie en peligro de extincién
en los Estados Unidos de América a partir del 2010 (U.S. Fish and Wildlife Service,
2016). Por otra parte, la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN), clasifica a esta especie como de preocupacion menor desde el afio 2008,
clasificacion otorgada por su amplia distribucién dentro del continente, sin embargo,
la UICN menciona que las poblaciones de ocelote se encuentran en decremento
(Paviolo et al., 2015). Su comercializacién se encuentra regulada por la Convencion
sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora

Silvestres (CITES), ubicandola en el Apéndice | (CITES, 2015).

Al existir una reduccion de las poblaciones, existe una alta probabilidad de
deriva génica (Lacy, 1987; Kristensen y Sgrensen, 2005; Caballero, 2014),
produciendo pérdida de la variabilidad genética (Frankham, 1995; Lino et al., 2019).
Esta pérdida de la variabilidad afectara la capacidad de los individuos para

adaptarse a entornos adversos y disminuira su capacidad reproductiva, afectando
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la eficacia biologica de la especie (Savolainen, 1994; Vrijenhoek,1994; Hedrick,
2001), y por lo tanto aumentara su probabilidad de extincién. En contraparte, si se
mantiene la diversidad genética, las posibilidades de supervivencia de los individuos
seran mayores, lograndose adaptar a ambientes adversos y teniendo mayores
posibilidades de transmitir sus genes a la descendencia, potenciando la
permanencia y la evolucion de la especie (Frankham, 1995; Piyasatian y Kinghorn,

2003; Crawford y Whitney, 2010)

Esta situacion sucede también en animales bajo cuidado humano, llegando
a presentarse con mayor frecuencia, debido a los pocos individuos bajo este
estatus, de las cuales se espera una variabilidad genética reducida debido al alto
grado de consanguinidad presente en estas poblaciones (Mellen, 1991; Nowell y

Jackson, 1996; Rabb, 2004).

Los zoolbégicos como centros de conservacion

Las instituciones zoologicas en términos de conservacion realizan esfuerzos para
mantener ejemplares de especies silvestres ex situ de especies amenazadas o en
peligro de extincidn, debido a que esos individuos son potencialmente Utiles para
realizar futuras reintroducciones o reforzamientos de poblaciones silvestres extintas
o debilitadas (Nowell y Jackson, 1996; Keulartz, 2015). Sin embargo, por motivos
logisticos, técnicos y administrativos, como la movilidad e intercambio de ejemplares
para reproduccion, las actividades de conservacién en loa zooldgicos no se han
realizado histéricamente de la manera mas adecuada (Kitchener, 1997; Keulartz,
2015). Las nuevas tendencias e iniciativas de las instituciones zooldgicas, las

instituciones de investigacion y académicas son trabajar en conjunto para la
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planeacién, desarrollo y ejecucién de programas enfocados a la medicina, la
reproduccion y el manejo de la diversidad genética de los zooldgicos y de las
poblaciones silvestres para la conservacion de especies (Nowell y Jackson, 1996).
Hoy en dia, puede ser que los acercamientos a la conservacion in situ y ex situ por
separado, no sean suficientes para las necesidades de conservacién de ciertas
especies. Una perspectiva de conservacion integrada o sorta situ (que promueve la
vinculacién entre las citadas formas tradicionales de conservacion), refleja de mejor
manera la evolucion del papel que juegan los zooldgicos en la conservacién de la
vida silvestre (Wolfe et al., 2012). Esta vision es muy semejante al concepto de la
conservacion integrada a través del cual se entrelaza la brecha entre las
poblaciones silvestres y aquellas manejadas intensivamente bajo cuidado humano

(Byers et al., 2013).

Variabilidad genética del ocelote

La variabilidad genética de las poblaciones de ocelotes ha sido poco estudiada,
Grisolia et al. (2007) estudiaron la variabilidad genética en Leopardus pardalis, L.
wiedii y L. tigrinus de ejemplares de zooldgicos en Brasil a través de cuatro
marcadores microsatélites, con el objetivo de determinar la utilidad potencial de los
microsatélites de Felis catus para verificar la diversidad a nivel genético inter e
intragrupal de especies bajo cuidado humano, donde obtuvieron la heterocigosidad
observada (Ho) de 0.64 y la heterocigosidad esperada (He) de 0.84 para el ocelote.
Ruiz-Garcia et al. (2012) realizaron un estudio de diferenciacion genética entre
subespecies putativas de ocelotes, de acuerdo con la clasificacion de Eizirik et al.

(1998), para diez paises de Latinoamérica, sin incluir México, en su mayoria de
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ejemplares de Colombia, quienes mencionan que por medio de los diez
microsatélites que utilizaron, se observo una elevada diversidad genética (Ho=0.58,
He=0.90). Por otra parte, Wultsch et al. (2016), realizaron un estudio en Belice para
conocer la diversidad genética y la estructura en cuatro poblaciones de ocelotes,
con 14 microsatélites, en donde muestran una Ho de 0.61 y He de 0.63. En este
estudio observaron que dentro de las cuatro localidades estudiadas se compartian
alelos y que los individuos analizados pertenecian a una misma poblacién genética.
En Meéxico, la variabilidad genética de los ocelotes ha sido poco analizada o
estudiada, solo se cuenta con el trabajo en Los Ebanos, Tamaulipas (H0=0.63,
He=0.63), que se realizé con la finalidad de realizar translocaciones para aumentar
el nimero de individuos de las poblaciones remanentes de Texas (Willacy y
Cameron) en Estados Unidos de América (JanecCka et al., 2011; Janecka et al.,

2014).

Justificacion

En México, el ocelote (Leopardus pardalis) se encuentra catalogado como especie
en peligro de extincion y actualmente no existen programas de conservacion para
sus poblaciones en vida silvestre o bajo cuidado humano y sus poblaciones
silvestres continlan en constante decremento. Dada la vision actual de los
zooldgicos como centros de conservacion de especies y reservorios genéticos, los
ocelotes mantenidos bajo cuidado humano en México tienen el potencial para
reintroducciones o reforzamientos de poblaciones silvestres debilitadas. Sin
embargo, no se cuenta con datos de diversidad genética de los ejemplares, lo que

limita el potencial de éstos para crear programas de reproduccion y conservacion

22



de la especie. Al genotipificar a la poblacién de ocelotes bajo cuidado humano en
México y al evaluar la variabilidad genética de estos, se conocera la diversidad
genética de los ejemplares mantenidos bajo cuidado humano, como ha sucedido en
la genotipificacién de como el lobo mexicano (Canis lupus baileyi), el hurén de patas
negras (Mustela nigripes), el antilope 6rix (Oryx leucoryx) y el lince ibérico (Lynx
pardinus) y que sirven de base para el desarrollo de programas de cruzamientos
dirigidos para la conservacion de las especies en vida libre como bajo cuidado
humano (Marshall et al., 1999; Wisely et al., 2003; Vargas et al., 2007; Jaramillo-

Jaimes et al., 2011).

Objetivos
Objetivo general

Evaluar la diversidad genética de los ocelotes (Leopardus pardalis) que se
encuentran bajo cuidado humano en México para determinar su estructura genética

y su viabilidad para la posible implementacién en programas de cruzamiento.

Objetivos especificos

Determinar la estructura genética de los ocelotes bajo cuidado humano.

Evaluar la diversidad genética de los ocelotes mantenidos bajo cuidado humano con

base en loci de microsatélites.

Elaborar una propuesta de programa de cruzamientos con base en estos resultados

para mantener la diversidad genética.
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Hipotesis
La diversidad genética de los ejemplares de Leopardus pardalis bajo cuidado

humano en México es alta y viable para implementar programas de reproduccion y

conservacion de la especie.

Material y Métodos

Colecta del material biolégico
Se obtuvieron muestras de tejido sanguineo de Leopardus pardalis mantenidos bajo

cuidado humano (Tabla 1, Anexo 1, Figura 2); sin embargo, la procedencia de los
ejemplares es de origen silvestre, en su mayoria pertenecientes a las zonas
cercanas a las Unidades de Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre
(UMASs) que actualmente los mantienen ex situ, con la excepcion de dos individuos
nacidos bajo cuidado humano. Cabe destacar que ninguno de los ejemplares
contemplados en este estudio lleva mas de una generacion de ancestros
mantenidos bajo cuidado humano. Para la colecta de las muestras biolégicas se
solicito la aprobacién del muestreo al Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso
de Animales Experimentales (SICUAE), de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Autbnoma de México, quedando registrado el
presente proyecto ante dicha instancia bajo el protocolo nimero: MC-2018/2-17
(Anexo 2). Durante los procedimientos de contencién para la obtencién de muestras
bioldgicas, los animales en todo momento recibieron trato digno y respetuoso bajo

estricta ética y buenas practicas profesionales del personal participante.

Las muestras de tejido sanguineo colectadas fueron mantenidas en tubos de
colecta al vacio con EDTA (1.8mg/ml de sangre) como aditivo, conteniendo entre 2

y 5 ml de sangre obtenidos a partir de cada ejemplar muestreado. Las muestras se
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colectaron bajo anestesia y fueron extraidas a partir de la vena yugular o de la vena

cefalica con agujas de calibre 22G-23G. El protocolo anestésico que se utilizdé en

los ejemplares consta de ketamina a dosis de 3 mg/kg, combinado en la misma

jeringa con dexmedetomidina a dosis de 0.03 mg/kg (Herrera y Gual, 2018) via

intramuscular, utilizando atipamezol a dosis de 500 pg/kg via intramuscular como

antagonista. Las muestras se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta su

procesamiento.

Tabla 1. Origen de las muestras colectadas.

Entidad

Ciudad de México

Ciudad de México

Coba, Quintana Roo
Guadalajara, Jalisco

Mérida, Yucatan

Mérida, Yucatan

Pachuca, Hidalgo

Puerto Morelos, Quintana Roo

Tuxtla Gutiérrez, Chiapas

Valladolid, Yucatan
Villahermosa, Tabasco

Villahermosa, Tabasco

UMA

Zoolégico de Chapultepec

Zoolégico de San Juan de
Aragoén

Coba

Zoolégico Guadalajara
Hacienda Noc-Ac
Parque Zooldgico del Centenario
Fundacion Invictus
Crococun Zoo

Zooldgico Miguel Alvarez del
Toro

Vallazoo
Parque Museo La Venta

Yumka’

Muestras
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Figura 2. Mapa de la Republica Mexicana donde se pueden observar los lugares donde

se colectaron las muestras.

Hondura

Estudio genético: procesamiento y andlisis de muestras

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Genética de la Conservacion
en el Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM)

y en la Unidad de Genética Molecular del Instituto de Ecologia de la UNAM.

Extraccion de ADN
Se realiz6 la extraccién de ADN a partir de las muestras de sangre, bajo el protocolo

modificado utilizado por Rueda (2015) con muestras de jaguar (Anexo 3).

Amplificacién de Microsatélites

En el presente estudio se seleccionaron nueve microsatélites con alta variabilidad
en especies de la familia Felidae (Tabla 2). Estos microsatélites fueron disefiados

para el gato doméstico (Felis catus) por Menotti-Raymond et al. (1999) y

26



optimizados en ocelotes por Janecka et al. (2007; 2011) y Ruiz-Garcia et al. (2012).

De acuerdo con los datos obtenidos a través del Centro Nacional de Informacién

Biotecnolégica (NCBI), en felinos como Puma concolor, Panthera leo, Panthera

unciay Felis catus, y Ruiz-Garcia et al. (2012) con ocelotes, los nueve microsatélites

constan de repeticiones de dinucleétidos repetidos (CA)n 0 (GT)n.

Tabla 2. Microsatélites utilizados con los cebadores empleados.

Locus

FCAO035

FCA043

FCA075

FCA077

FCAO082

FCA090

FCA117

FCA126

FCA229

Cromosoma

D2

Cc2

A2

c2

El

C2

Bl

Al

**Fluoréforo

PET

NED

VIC

PET

VIC

* k%

FAM

* %k ¥

FAM

Cebador Directo

CTTGCCTCTGAAAAA
TGTAAAATG

GAGCCACCCTAGCAC
ATATACC

ATGCTAATCAGTGGC
ATTTGG

GGCACCTATAACTAC
CAGTGTGA

TCCCTTGGGACTAAC
CTGTG

ATCAAAAGTCTTGAA
GAGCATGG

AGCTCTTTAACCATG
GGAAATG

GCCCCTGATACCCTG
AATG

CAAACTGACAAGCTT
AGAGGGC

Cebador Inverso

AAACGTAGGTGGG
GTTAGTGG

AGACGGGATTGCAT
GAAAAG

GAACAAAAATTCCA
GACGTGC

ATCTCTGGGGAAAT
AAATTTTGG

AAGGTGTGAAGCTT
CCGAAA

TGTTAGCTCATGTTC
AT*GTGTCC

CCCTTTTTCAGCATT
AGTCCC

CTATCCTTGCTGGCT
GAAGG

GCAGAAGTCCAATC
TCAAAGTC

*Pares de bases

136-150

116-128

103-143

143-155

238-246

93-120

159-163

139-145

160-170

*Fragmento esperado en pares de bases tomando de referencia al gato doméstico (Menotti-

Raymond et al., 1999); **El fluor6foro fue afiadido al cebador directo; ***El fluor6foro FAM se

afiadid al cebador universal CAG tag.
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Para dos microstatélites se utilizé el cebador universal CAG tag (etiqueta)
(5"-CAGTCGGGCGTCATCA-3') con el fluoréforo afiadido en el extremo 5°. Dicho
cebador, ha sido previamente utilizado para amplificar microsatélites en mamiferos
como Urocyon cinereoargenteus (Canidae; Weston et al., 2004), Ursus americanus

(Urisidae; Sanderlin et al., 2009) y Lynx rufus (Felidae; Faircloth et al., 2005).

Condiciones de la PCR

Posteriormente se realizé la amplificacion independiente de siete microsatélites
polimorficos nucleares sin cebador universal a partir de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), siguiendo las condiciones tipicas de una reaccion de
amplificacion, con un volumen final de 25ul por reaccién y utilizando los siguientes
reactivos: 2X Tag Master Mix Vivantis®, el cual contiene ADN polimerasa Taq (0.05
u / pl), 2X ViBuffer A (KCI 100 mM, TrisHCI 20 mM (pH 9.1 a 20 ° C) y (Triton ™ X-
100 al 0.02%), dNTP 0.4 mM y MgCl2 3.0 mM; agua libre de nucleasas; cebador
directo (Forward) 10mM; cebador inverso (Reverse) 10mM y ADN de la muestra
25ng/ul. Adicionalmente, se utilizaron los fluoréforos NED, PET, VIC y 6 FAM en el
extremo 5” del cebador directo para obtener las lecturas de las curvas patrén de los

diferentes alelos resultantes.

El programa de amplificacion para microsatélites fue tomado de Ruiz-Garcia
(2012) y se aplico para los siete microsatélites empleados sin cebador universal,
bajo las siguientes temperaturas: 95 °C durante 5 min para la desnaturalizacion
inicial, seguido de 35 ciclos de 1 min a 95 °C de desnaturalizacion, 2 min a 55 °C
para la hibridacion y 2 min a 72 °C para la extension, aplicando una extension final

de5mina 72 °C.
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Para la amplificacion de los dos microsatélites polimorficos nucleares con
cebador universal CAG tag a partir de la PCR anidada, se utilizaron los siguientes
reactivos: con un volumen de reaccion final de 20ul, 2X Taq Master Mix Vivantis®,
el cual contiene ADN polimerasa Taq (0.05 u / pl), 2X ViBuffer A (KClI 100 mM,
TrisHCI 20 mM (pH 9.1 a 20 ° C) y (Triton ™ X-100 al 0.02%), dNTP 0.4 mM y MgCl2
3.0 mM; agua libre de nucleasas; cebador directo (Forward) 10 mM; cebador inverso
(Reverse) 10 mM, cebador universal CAG tag 10mM y ADN de la muestra.
Adicionalmente, se utiliz6 el fluor6foro 6 FAM en el extremo 5 del cebador universal
CAG tag para obtener las lecturas de las curvas patrén de los diferentes alelos

resultantes.

El programa de amplificacion para microsatélites con cebador universal se
aplico de igual manera para los dos microsatélites empleados, con un programa de
Touchdown bajo las siguientes condiciones: en un intervalo de temperatura de 52.5-
60 °C, 15 ciclos de 20 s a 95 °C, 20 s con la temperatura mas alta (60 °C), menos
0.5 °C por cada ciclo, 30 s a 72 °C, seguido de 15 ciclos de 20sa 95 °C, 30s a
52.5°Cy30sa72°C paralaextension, aplicando una extension final de 10 minutos

ar2°C.

Los productos de la PCR se visualizaron en geles de agarosa al 0.8-1.0%,
con un marcador molecular de 100pb y un control negativo, por medio de luz

ultravioleta en un fotodocumentador (Figura 3).
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Figura 3. Productos de PCR visualizados en gel de agarosa para siete microsatélites.

Las muestras con la amplificacion esperada y la visualizacién optima de los
productos amplificados en gel de agarosa fueron refrigeradas a 4°C vy
posteriormente se remitieron al Laboratorio Nacional de Biodiversidad por medio del
Laboratorio de Secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud, para la
lectura del tamafio del fragmento por electroforesis capilar a través de un

secuenciador 3730xl y utilizando 500 LIZ Size standard.

Obtencidn de genotipos

A partir de los datos obtenidos por electroforesis capilar se utilizé6 Peak Scanner
software v1.0® (Applied Biosystems, 2004) y GeneMarker® (Holland y Parson,

2011) para visualizar los electroferogramas resultantes y determinar los genotipos.

Estructura genética
Se utiliz6 el software STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003)

para asignar a los individuos en distintas poblaciones. Mediante probabilidad por
analisis bayesiano, el programa realiza el método de cadena de Markov-Monte

Carlo y un método de agrupamiento que se basa en modelos para inferir la
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estructura poblacional a través de datos de genotipo para identificar poblaciones
distintas y asignar a los individuos dentro de dichas poblaciones. Asi, el programa
asume un modelo en donde los loci se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg y
sin desequilibrio de ligamiento, en donde se tiene K poblaciones, en el cual K puede
ser desconocido y se van a caracterizar por un conjunto de frecuencias alélicas en
cada locus, para asignar por probabilidad cada genotipo a una poblacion o
conjuntamente a mas de una poblacién en caso de estar mezclados. Cada corrida
se llevo a cabo con 250 000 repeticiones antes de comenzar a tomar los datos para
el andlisis, con objeto de minimizar el efecto de la configuracion inicial y con 1 000
000 repeticiones para el método de cadena de Markov-Monte Carlo, bajo el modelo

de admixia y frecuencias alélicas correlacionadas entre los grupos.

Con el objetivo de determinar el nUmero de poblaciones mas probable se
determind la probabilidad logaritmica de K con Structure Harvester 0.6.94 (Earl y
Von Holdt, 2012). El programa analiza valores de probabilidad en multiples valores
de Ky cientos de iteraciones para la deteccion del nimero de grupos genéticos que

se ajustan a los datos.

Debido a que, es posible que los algoritmos de agrupamiento bayesiano
basados en modelos genéticos de poblacién predefinidos, como el software
STRUCTURE, pueden no reflejar las estructuras de grupos por la cantidad de datos
proporcionados al programa (Jombart et al., 2010). y a que los individuos analizados
no corresponden a una poblacion definida al encontrarse bajo cuidado humano, se
realizd6 ademas un analisis discriminante de componentes principales (DAPC) con

la paqueteria Adegenet (Jombart, 2008) en lenguaje R, utilizando la funcion dapc
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con una varianza del 100%, este analisis multivariado combina el andlisis
discriminante (DA) con el analisis de componentes principales (PC) (Miller et. al.,
2020). ElI DAPC infiere la cantidad de grupos de individuos relacionados
genéticamente. En este enfoque estadistico multivariable, la varianza en la muestra
se divide en un componente entre grupos y dentro de un grupo, en un esfuerzo por
maximizar la discriminaciébn entre estos. Estos grupos se construyen como
combinaciones lineales de las variables originales, correspondientes a los alelos,
que tienen la varianza entre grupos mas grande y la varianza dentro de un grupo
mas pequefia. Sin embargo, los grupos suelen ser desconocidos o inciertos, y es
necesario identificar los grupos genéticos antes de describirlos. Esto se puede lograr
usando k-means, un algoritmo de agrupamiento que encuentra un niumero dado de

grupos maximizando la variacion entre grupos (Jombart y Collins, 2015).

Para identificar el numero 6ptimo de conglomerados, k-means se ejecuta
secuencialmente con valores crecientes de k, y diferentes soluciones de
conglomerados se comparan utilizando el criterio de informacién bayesiano (BIC).
Idealmente, la solucion de agrupamiento 6ptima deberia corresponder al BIC mas
bajo. El principal activo de PCA es su capacidad para identificar estructuras
genéticas en conjuntos de datos y la ausencia de cualquier suposicion sobre el

modelo genético de poblacién subyacente (Jombart et al., 2010).

Variabilidad genética

A partir de los genotipos obtenidos para cada individuo en cada locus se obtuvo el
namero total de alelos por locus (Na), el nimero de alelos efectivos (Ne), la

heterocigosis observada (Ho), la heterocigosis esperada (He), el coeficiente de
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endogamia (Fis), que mide la reduccion en la heterocigosidad de un individuo debido
a la existencia de cruzamientos no aleatorios (Falconer y Mackay, 1996), y las
frecuencias alélicas para cada locus, para lo cual se utilizd lenguaje R, con las
paqueterias Pegas (Paradis, 2010), Adegenet (Jombart, 2008), Hierfstat (Goudet,
2005) y Genepop (Rousset, 2008). Ademas del programa GenAlEx 6.503 (Peakall
y Smouse, 2012), para determinar el indice de informacién de Shannon (1) y la
heterocigosidad esperada insesgada (uHe), tomando en cuenta los siguientes

principios:
Na = Numero de alelos diferentes
| = indice de informacién de Shannon = -1* Sum (pi * Ln (pi))

He = Heterocigosidad esperada = 1 - Sum pi*2 = proporcidon esperada de loci
heterocigéticos por individuo en una poblacién con cruzamientos al azar (1 - Sg/?,
donde qi es la frecuencia del alelo i). He =1 - Sq? =1 - (ga® + Qv + Qc® + qd + ... +
q’).

Ho = Heterocigosidad observada = Numero de heterocigéticos / N = proporcion

observada de loci heterocigéticos por individuo = NuUmero de genotipos

heterocigéticos/n® total de genotipos analizados.
uHe = Heterocigosidad esperada insesgada = (2N / (2N-1)) * He
Fis = coeficiente de consanguinidad = (He - Ho) / He = 1 - (Ho / He).

Donde pi es la frecuencia del i-ésimo alelo para la poblacion y Sum pi ~ 2 es la suma

de las frecuencias alélicas de la poblacién al cuadrado.
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Para el calculo de desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) en
cada locus y pruebas de desequilibrio de ligamiento se utilizé el programa Genepop
(Raymond, 1995; Rousset, 2008). El célculo de HW se realiz6 mediante una prueba
exacta de Fisher a partir de la estimacion del coeficiente de endogamia (Fis) a través
de la estimacion de p-values exactos por el método de la cadena de Markov (Guo y
Thompson, 1992) con los siguientes parametros: 10000 demorizaciones, 100
batches y 1000 iteraciones. Las pruebas de desequilibrio de ligamiento por pares
de loci se realizaron mediante el método de cadena de Markov con una prueba
exacta de Fisher, bajo la hipétesis nula de que los genotipos en un locus son
independientes de los genotipos en el otro locus, con los siguientes parametros:
10000 demorizaciones, 100 batches y 1000 iteraciones.

Parentesco entre pares de individuos y cuellos de botella

Los datos genéticos son Utiles para estimar la relacion o parentesco entre
individuos, a partir de los genotipos de cada individuo, mediante el programa ML-
Relate (Kalinowski et al., 2006), que esta disefiado para datos de microsatélites que
calcula estimaciones de maxima verosimilitud de parentesco y relacion entre
individuos de ascendencia desconocida. El programa realiza las relaciones a partir
de probabilidades matematicas de que los genotipos entre individuos comparten

cero (k0), uno (k1) o dos (k2) alelos por locus idénticos por descendencia.

Si dos individuos son padres-descendientes, kO sera igual a 1, k1 seréa igual
a0y k2 seraigual a 0. Si dos individuos son hermanos completos, kO, k1 y k2, seran
iguales a 0,25, 0,5 y 0,25, respectivamente, partiendo de la suposicion de que

ninguno de los individuos comparados es endogamico y asumiendo una poblacion
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cerrada. La relacion de maxima verosimilitud entre un par de individuos se
encuentra insertando diferentes valores de K en la ecuacion de verosimilitud y

determinando cudl produce la mayor probabilidad (Figura 4).

1.00 M

0.75

0.25

Region
inviable

0.00U2 C—HS PO
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
k,

Figura 4. Modificado de Kalinowski et al. (2006). Coeficientes k de relaciones geneal6gicas
comunes (U, no relacionados; HS, medios hermanos; 1C, primos hermanos; 2C, primos
segundos; FS, hermanos completos; PO, padre-descendiente; M, gemelo monocigético). La
relacion aumenta hacia la derechay hacia la parte superior de la figura.

Para determinar si existe algun evento de cuello de botella reciente dentro de los
ocelotes bajo cuidado humano se utilizé el programa BOTTLENECK 1.2.02 (Luikart
y Cornuet, 1998; Piry et al., 1999), que parte del principio de que las poblaciones

con reducciones recientes en el tamafio de la poblacion muestran correlacion entre
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la reduccion de alelos y heterocigosidad en los loci, sin embargo, la pérdida de
alelos se reduce mas rapido que la heterocigosidad. Este exceso de heterocigosidad
persiste un cierto nimero de generaciones hasta que se establece un nuevo
equilibrio (Cornuet y Luikart, 1996). Este método realiza simulaciones para detectar
distorsiones en las frecuencias de alelos después de cuellos de botella, aun con
menos de 20 individuos cuando se analizan de 8 a 10 microsatélites (Luikart et al.,
1998). El programa calcula para la poblacién y para cada locus la distribucion de la
heterocigosidad esperada del nimero observado de alelos, dado el tamafio de la
muestra bajo el supuesto de equilibrio mutacion-deriva (tamafio efectivo constante
en el pasado), mediante la simulacion del proceso de coalescencia de n genes bajo
tres posibles modelos de mutacion, el modelo de alelos infinitos (IAM), el modelo de
mutacion escalonada (SMM) y el modelo de dos fases (TPM) que permite
mutaciones de varios pasos. Esto permite el calculo de He, que se compara con la
Ho, para establecer si existe un exceso o déficit de heterocigosidad. Ademas, la
desviacion estandar (SD) de la distribucion de equilibrio de mutacién-deriva de la
heterocigosidad se utiliza para calcular la diferencia estandarizada para cada locus
((Ho-He) / SD). Una vez procesados todos los loci se establece la distribucién de
frecuencias alélicas para ver si tiene forma de L (en el equilibrio de mutacién-deriva)
o no (los cuellos de botella recientes). Los pardmetros utilizados fueron de 30 para
la varianza TPM y 70% de proporcion de SMM en TPM, con 10000 iteraciones.
Cruzamientos dirigidos

De acuerdo con el andlisis de los programas STRUCTURE, los resultados del DAPC
y ML-Relate, con base en la estructura de agrupamientos de individuos y los grados

de relacion por pares entre individuos y tomando en cuenta el sexo de cada
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ejemplar, se propusieron cruzamientos entre ejemplares bajo un protocolo de

minimizaciéon de parentesco medio (Minimizing kinship), con el cual se busca

maximizar la retencion de la diversidad genética y diversidad alélica (Montgomery
et al., 1998), evitando cruzamientos entre individuos que muestran los siguientes
grados de parentesco: medios hermanos; hermanos completos; padre-

descendiente.

Resultados

Obtencidn de genotipos
Se obtuvieron 105 genotipos para el grupo de ocelotes muestreados (Tabla 3), con

un intervalo de 5 — 16 genotipos por locus (Media = 12). El locus con mayor nimero
de genotipos fue el FCAO035 y el locus con menor niumero de genotipos fue el
FCAO090. Los loci con mayor niumero de genotipos homocigotos fueron el FCA043,
FCAO082, FCA117, FCA126 y FCA229, con 3 y el locus con menor nimero de
genotipos homocigotos fue el FCA090 con 1. Por otra parte, el locus con el mayor
namero de genotipos heterocigotos fue el FCA035 con 14 y el locus con el menor
namero de genotipos heterocigotos fue el FCA090 con 4.

Tabla 3. Genotipos homocigotos, heterocigotos y totales por locus.

Locus Genotipos Homocigotos = Heterocigotos
FCA035 16 2 14
FCA043 8 3 5
FCAQO75 14 2 12
FCAQ77 13 2 11
FCA082 13 3 10
FCAQ90 5 1 4
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FCA117 14 3 11

FCA126 11 3 8
FCA229 11 3 8
Total 105 22 83
Media 11.67 2.44 9.22

Tabla 3. NUmero de genotipos que fueron diferentes en
los 21 individuos por cada microsatélite.

Estructura genética
Para conocer si existia mas de un grupo genético dentro de los ocelotes estudiados,

se utilizé el programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003).
Los resultados mostraron un solo grupo genético (Figura 5y Figura 6) y el programa
Structure Harvester 0.6.94 (Earl y Von Holdt, 2012) indic6é que la mayor probabilidad

de conglomerados o grupos es de uno (Figura 7).

1.00
0.80
0.60
040
020

0.00

K=1

Figura 5. Estimacion de los grupos genéticos de los 21 ocelotes mantenidos bajo cuidado
humano, analizando 9 marcadores microsatélites, resultado de la asignaciéon a grupos
genéticos (K) con el programa Structure 2.3.4. El color vertical en rojo representa la
proporcion del grupo inferido para cada individuo representado con un numero de
identificacion en el eje horizontal.
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Figura 6. Estimacion de los grupos genéticos de los 21 ocelotes mantenidos bajo cuidado

humano, analizando 9 marcadores microsatélites, resultado de la asignacién a grupos
genéticos (K) con el programa Structure 2.3.4. El color vertical en rojo y verde representa la
proporcion del grupo inferido para cada individuo representado con un nimero de

identificacién en el eje horizontal.
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Figura 7. Probabilidad media L(K) y varianza por valor de K de STRUCTURE para los 21

individuos de ocelote genotipados para un conjunto de 9 loci de microsatélites polimérficos.
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Para determinar si el numero de grupos obtenido por el programa
STRUCTURE, debido a la cantidad de datos y al tipo de individuos analizados, se
obtuvo el analisis de DAPC con la paqueteria Adegenet (Jombart, 2008) para
conocer la estructura genética correspondiente al numero de grupos identificados
mediante un andlisis multivariado. En donde se obtuvo que el nimero 6ptimo de
conglomerados (K) corresponde a 20, mediante el analisis de criterio de informacién
bayesiana (Figura 8). Bajo dicho criterio se corrio la funcion dapc, en donde se

obtuvieron 20 grupos con una varianza del 100% (Figura 9).

Valores de BIC contra nimero de grupos

BIC
20 25 30 35
I I

15

10

T T T |
5 10 15 20
Numero de grupos

Figura 8. Numero 6ptimo de conglomerados (K) mediante el criterio de informacién bayesiano
(BIC), para los 21 individuos de ocelote genotipados para un conjunto de 9 loci de

microsatélites polimérficos, a través de la paqueteria Adegenet.
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Figura 9. Estimacion de los grupos genéticos de los 21 ocelotes mantenidos bajo cuidado
humano, analizando 9 marcadores microsatélites, resultado de la asignacién a grupos
genéticos (K) con la paqueteria Adegenet mediante DAPC. El color vertical representa la
proporcion del grupo inferido para cada individuo y el color dentro de los cuadros con la

leyenda “Grupo n” corresponde al grupo correspondiente de cada individuo.

Variabilidad genética

El nimero de alelos observados (Na) por locus tuvo un intervalo de 5 — 14 (Media =
9.89). El niumero de alelos efectivos (Ne) de 2.59 — 8.60 (Media = 5.45). El indice
de informacion de Shannon (I) mostré valores en un intervalo de 1.15 — 2.33 (Media
=1.87). La menor heterocigosidad observada (Ho) fue de 0.53 para el locus FCA043
y la mayor fue de 0.95 para el locus FCA090, el promedio de Ho y He para todos
los locus fue igual a 0.79 (Figuras 10 y 11). El indice de fijacion mostré un intervalo
de -0.58 — 0.28 (Media = -0.02) (Tabla 4). Las frecuencias alélicas para cada locus

se muestran en el anexo 4.
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Figura 10. Heterocigosidad observada por locus.
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Figura 11. Heterocigosidad esperada en funcion de la observada por locus.
Tabla 4. Parametros de variabilidad genética.

Locus N Na Ne Ar I Ho He uHe Fis

FCAO035 21 14 7.74 13 233 086 087 0.89 0.02

FCAO043 17 6 3.73 6 150 053 073 075 0.28
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FCAO75 20 12 1.27 11 219 090 0.86 0.88 -0.04
FCAQ77 21 12 3.99 10 1.85 081 0.75 0.77 -0.08
FCA082 20 10 6.84 9 207 080 0.8 088 0.06
FCAO090 19 5 2.59 4 1.15 095 061 0.63 -0.54
FCA117 20 13 8.60 12 233 080 088 091 0.09
FCA126 17 10 4.82 10 1.87 082 079 0.82 -0.04
FCA229 21 7 3.46 6 154 067 071 0.73 0.06
Promedio 9.89 545 9 1.87 079 079 0.81 -0.02

N=numero de muestras analizadas Na= nimero de alelos observados Ne = Nimero de alelos
efectivos; Ar= Riqueza alélica; | = indice de informacién de Shannon; Ho = Heterocigosidad
observada; He = Heterocigosidad esperada; uHe = Heterocigosidad esperada insesgada; Fis

= Coeficiente de endogamia.

El analisis de desequilibrio de ligamiento no detectd desviaciones significativas para
los locus, excepto en los loci FCA126 y FCA229 (p = 0.036), sin embargo, estos loci
se encuentran en distintos cromosomas y por tal motivo no se encuentran ligados
(Frankham et al., 2010). Por otra parte, el calculo de desviaciones del equilibrio de
Hardy-Weinberg en cada locus mostré desviaciones para cuatro loci: FCA043,
FCA082 y FCA117 dado por déficit de heterocigotos y el FCA090 por exceso de
heterocigotos.

Andlisis de parentesco y cuellos de botella

Con el analisis de parentesco basado en el estimador de maxima verosimilitud a
partir de los genotipos entre individuos (Tabla 5), se obtuvo que, dentro del total de
relaciones entre pares de individuos el 89.05% no estan emparentados; el 0.95%

son individuos que tienen una relacion de hermanos completos (1 hermanos
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completos); el 9.52% son individuos que tienen relacion de medios hermanos (20
medios hermanos); y el 0.48% son individuos con una relacién de padre-

descendencia (1 padre/descendencia) (Tabla 6).

De acuerdo con la distribucion de frecuencias alélicas y la clasificacion de Luikart et
al. (1998), se observan alelos con distribucion de baja frecuencia, por lo que no se
observa una distorsion a la forma de L dada en eventos de cuello de botella por

alelos de frecuencia intermedia (Figura 12).
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Grafico de cambio de modo en forma de L
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Figura 12. Distribucion de frecuencias alélicas que muestra una distribucion normal

en forma de L sin cuellos de botella recientes con el programa BOTTLENECK.

Cruzamientos dirigidos

De los 21 ocelotes muestreados, 10 fueron hembras y 11 machos (Anexo 1). Se
obtuvieron 110 cruzamientos posibles de acuerdo con la proporcion de machos y
hembras. Del total de posibles cruzamientos, el 10.91% se consideraron no viables
al tratarse de individuos emparentados (medios hermanos, hermanos completos o
padre-descendiente). El 24.55% se consideraron viables al tratarse de individuos no
emparentados, pero que mostraban un grado de relacion mayor a cero; el 64.55%
se consideraron cruzamientos altamente viables al tratarse de individuos no

emparentados con grados de relacion igual a cero (Tabla 7).
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Tabla 7. Propuesta de cruzamientos dirigidos.

3/ ? Nicté | Ororo | Batsi [ GDL | Fufa | Tita | Araceli | 5301 | Preciosa | VZH
Caspian +++ - +++ +++ +H+ | +++ +++ + +++
Emmet +++ - + HH+ | A | +++ - +++ +++

Tepache | +++ + +++ +++ - +++ + + + +++
Nocac +++ +++ +++ +++ | A+ | +++ +++ +++ -

Fufo +++ +++ +++ - + +++ + + + +

Chaa +++ +++ + +++ + - +++ +++ +++ +++

1019 +++ + +++ - + +++ - - +++ +

Rufino + + +++ +++ +++ | 4+ +++ + +++ +++
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Tabla 7. Contintda

3/ Nicté | Ororo | Batsi | GDL | Fufa | Tita | Araceli | 5301 | Preciosa | VZH

VZM +++ +++ + +++ +++ | ++4 +++ +++ + +++
Poncho +++ +++ +++ +++ + + +++ +++ +++ +
Yumka +++ + +++ +++ - - +++ + +++ +

El eje X muestra los nombres asignados a las hembras de ocelote y el eje Y muestra los
nombres asignados a los machos de ocelote muestreados en el analisis. En el anexo 1 se
muestra una lista de la institucién donde se encuentra resguardado cada individuo. +++ =
cruzamiento altamente viable (individuos con grado de relacién igual a cero); + = cruzamiento
viable (individuos con grado de relacion mayor a cero, pero no emparentados);, - =
cruzamiento no viable (individuos emparentados).

Discusién

Estructura y variabilidad genética

La caracterizacion de la poblacion generalmente esta basada en el origen
geografico de los individuos o fenotipos, sin embargo, la estructura genética de las
poblaciones no siempre se refleja en la proximidad geografica de los individuos
(Petit, et al., 2001; Evanno et al., 2005; Yoshio et al., 2009). A pesar de que, de
acuerdo con el personal de las instituciones, la mayoria de los ocelotes muestreados
fueron capturados en vida silvestre (17 de los individuos), cercanos a las localidades
donde se encuentran bajo cuidado humano, ninguno cuenta con datos exactos de
su origen (coordenadas geograficas). Actualmente la mayoria de los ejemplares
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muestreados aun se encuentran bajo cuidado humano y no forman parte de una
poblacion silvestre. Los ejemplares mostraron una Unica estructura genética (Figura
5), lo cual se corroboré con la probabilidad media de L(K) que reflejo un sélo grupo
(Figura 7), que asigna el numero de conglomerados mas probable dentro de una
poblacion, de acuerdo con los resultados del programa STRUCTURE. En cambio,
las poblaciones silvestres mas grandes soportan niveles significativamente mas
altos de diversidad genética (Harper et al.,, 2003), en consecuencia, se deben
integrar a mas ejemplares al estudio, tanto de vida silvestre como de ejemplares
bajo cuidado humano que no han sido muestreados, tomando como base el
presente trabajo para integrar periddicamente a nuevos individuos, que ayuden a
comprobar que se trata de una sola estructura poblacional, similar a lo encontrado
por Wultsch et al. (2016), quienes encontraron para cuatro distintas poblaciones de
ocelotes en Belice una Unica estructura poblacional con un mayor nimero de
muestras, lo cual reflejaria una variabilidad genética reducida, al tomar en cuenta
que se trata de individuos de diferente origen geografico, no emparentados y de
recién ingreso a las instituciones zooldgicas o en contraparte que puedan integrar a
estos individuos a distintos grupos genéticos. Sin embargo, al realizar el andlisis de
DAPC, se observan 20 grupos que corresponden a diferentes estructuras genéticas,
en donde agrupa a los individuos “Ororo” y “Caspian” dentro de una misma
estructura genética (Figura 9). Dichos individuos, de acuerdo con la informacién
proporcionada por el personal de las instituciones donde se encuentran alojados,
corresponden a individuos emparentados como madre e hijo, lo cual se corrobora a
través del analisis de parentesco (Tabla. 7). De acuerdo con el nimero de datos

analizados, el tipo de individuos analizados y la historia genealdgica de cada uno
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de estos, la estructura poblacional con un analisis mas robusto es la que se obtiene

mediante el analisis discriminante de componentes principales.

Para el analisis de la variabilidad genética se utilizaron nueve microsatélites,
que de acuerdo con Arthofer et al. (2018), el nimero de microsatélites suficientes
para reflejar la estructura de una poblacién es de ocho, quienes ademas mencionan
que esta estructura puede ser visible, aun si se utlizan dos loci altamente
polimorficos. En los ocelotes bajo cuidado humano encontramos altos niveles de
heterocigosidad, con un valor de He=0.79, al contrastar con lo reportado por
Janecka et al. (2007) para dos poblaciones remanentes (en Cameron y Willacy) en
los Estados Unidos de América, con valores de 0.37 y 0.43 respectivamente para la
He en el afio 2005, quienes muestran una reduccion histérica en el tamario
poblacional, reflejado en la baja diversidad genética. En otros felinos, como el
leopardo (Panthera pardus) se han observado los mismos valores de He (0.37), que
muestran una baja diversidad genética y se han asociado a poblaciones que han
sufrido cuellos de botella recientes (Uphyrkina et al., 2002), lo cual es contrario a lo
obtenido con los ocelotes bajo cuidado humano en México, que no muestra eventos
de cuello de botella recientes de acuerdo con las frecuencias alélicas, donde se
observa la distribucion de frecuencias alélicas en forma de L, en el equilibrio de

mutacion-deriva, dado que no se presenta exceso de heterocigotos (Figura 12).

Debido a que se trabajoé con ejemplares bajo cuidado humano, los ejemplares
forman parte de diversas procedencias, y a pesar de que el nivel de heterocigosidad

fue relativamente alto (He=0.79), este hecho puede deberse a la presencia de
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individuos provenientes de diferentes lugares y es necesario realizar estudios
integrando a las poblaciones silvestres de diversas regiones para determinar la
asignacion de individuos a grupos silvestres y conocer si la diversidad genética de
las poblaciones silvestres de México se refleja en los individuos mantenidos bajo

cuidado humano.

Se presentan los comparativos de Ho y He media y de cada locus obtenida
para los ocelotes bajo cuidado humano en México, en comparaciéon con las
obtenidas en otros estudios en dos poblaciones silvestres en los Estados Unidos de
América, una poblacion silvestre en Tamaulipas, México, ejemplares silvestres de
diversos paises en Centroamérica y Sudamérica y con la poblacion de ocelotes bajo
cuidado humano especificamente de Brasil (Tabla 8). Cabe destacar que el trabajo
realizado por Wultsch et al. (2016) comparte tres microsatélites estudiados en este
trabajo, sin embargo, no muestran los datos obtenidos por loci, mostrando
Gnicamente la heterocigosidad media de todos los microsatélites analizados, por tal
motivo no se muestra en la tabla.

Tabla 8. Comparativa de Ho y He por microsatélites de los ocelotes bajo
cuidado humano en México con otros estudios.

México Los Cameron, | Willacy, Centroy Brasil
(bajo Ebanos, | Texas Texas | Sudaméric .
cuidado México a (pajo
humano) (Janecka et (Janecka et cuidado
(Janecka et al, 2014) al,, 2014) (Ruiz-Garcia humano)
al., 2014) et al., 2013)
(Grisolia et al.,
2007)
Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He Ho He

52




FCAO035

0.86

0.87

0.80

0.80

0.65

0.65

0.83

0.65

FCAO043

0.53

0.73

0.56

0.59

0.43

0.42

0.63

0.87

FCAO075

0.90

0.86

FCAO077

0.81

0.75

0.70

0.71

0.27

0.23

0.27

0.23

0.80

0.87

FCAO082

0.80

0.85

0.66

0.54

0.57

0.83

0.66

FCAQ90

0.95

0.61

FCA117

0.80

0.88

0.40

0.70

0.52

0.50

0.61

0.54

FCA126

0.82

0.79

0.90

0.70

0.88

0.74

0.87

0.76

0.50

0.84

FCA229

0.67

0.71

Media*

0.79

0.79

0.63

0.63

0.42

0.39

0.65

0.56

0.58

0.90

0.64

0.84

Media**

0.77

0.68

0.81

0.81

0.76

0.75

0.73

0.69

0.48

0.43

0.64

0.54

0.57

0.86

0.80

0.87

Loci

11

11

11

10

N

21

10

26

23

292

77

Loci = namero de locus analizados para la Ho y He media en el estudio; n = nUmero de
muestras analizadas; Media* = Ho y He media con el total de loci analizados en cada estudio;
Media** = Ho y He media de los loci analizados en comun con el presente estudio.

Al contrastar los valores de He de los ejemplares bajo cuidado humano en

México con las poblaciones mencionadas anteriormente, considerando Unicamente
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este pardmetro de variabilidad podemos inferir que existe variabilidad genética alta
en los ocelotes bajo cuidado humano en México respecto a las poblaciones de vida
silvestre de México y Estados Unidos de América en donde las poblaciones de los
Estados Unidos de América han sufrido un notable decremento de sus poblaciones
en las dltimas décadas. Cabe destacar que, con el trabajo realizado por Janecka et
al. (2014) y el desarrollado en el presente estudio se comparten seis loci analizados
(FCAO035, FCA043, FCAO077, FCA082, FCA117 y FCA126), dentro de los cuales en
todos se obtuvo mayor diversidad genética en los ocelotes de México. Si se
comparan Unicamente estos seis loci para determinar la He media (Tabla 8), se
obtiene que, para los ocelotes bajo cuidado humano He=0.81, la poblaciéon de
Cameron He=0.43 y la poblacion de Willacy He=0.54, en donde se refleja la alta
heterocigosidad en los ocelotes bajo cuidado humano en México respecto a las
silvestres de los Estados Unidos de América, dado por una mayor diversidad
genética. Ademas, las He medias con el total de loci analizados en cada estudio,
refleja también una mayor diversidad genética dada por la He en los ocelotes bajo
cuidado humano, esto muestra un comportamiento similar para los loci no
compartidos en cada estudio. Por otra parte, respecto a la poblacion silvestre de
Los Ebanos, México, que muestra mayor diversidad que las poblaciones de los
Estados Unidos de América, los ocelotes bajo cuidado humano de México muestran
una He=0.81 respecto a la poblacion de Los Ebanos con una He=0.69, con lo que
se obtiene una mayor diversidad genética para los ocelotes bajo cuidado humano.
De igual forma que sucede con las poblaciones de los Estados Unidos de América,
las He medias con el total de loci analizados en cada estudio (He=0.81 y He=0.69),

se refleja un comportamiento similar para los loci no compartidos entre los estudios,
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con una mayor diversidad genética para los ocelotes bajo cuidado humano, no
obstante se requiere una revision histérica de la diversidad en las poblaciones de
ocelotes mexicanos, tanto para conocer la He en ejemplares de vida silvestre, como
para conocer el estado de las poblaciones silvestres de ocelote y sus cambios
histéricos. Respecto a los ocelotes silvestres de Centro y Sudameérica, el presente
trabajo comparte dos loci analizados (FCA043 y FCA126) con el estudio de Ruiz-
Garcia et al. (2012), para los cuales, los ocelotes bajo cuidado humano mostraron
valores menores de He, con medias de He entre loci compartidos de He=0.76 y
He=0.86 respectivamente, lo cual puede deberse al numero de individuos
muestreados y a la diversidad de origen de los ocelotes en dicho trabajo. Al
comparar a los ocelotes bajo cuidado humano en México con los ocelotes bajo
cuidado humano en Brasil, observamos que se comparte un locus analizado
(FCAO77) con el trabajo de Grisolia et al. (2007), para lo cual, los ocelotes bajo
cuidado humano de México mostr6 una menor diversidad genética, He=0.75 y
He=0.87 respectivamente, lo cual puede atribuirse a las mismas razones expuestas
al comparar con los ejemplares de Centro y Sudamérica. Sin embargo, a pesar de
que la He media es mayor en los ocelotes bajo cuidado humano de Brasil, es dificil
comparar la diversidad genética mediante la He media obtenida a través del total de
loci analizados en cada estudio, ya que en el trabajo de Grisolia et al. (2007)
utilizaron anicamente cuatro microsatélites y de acuerdo con Arthofer et al. (2018),
podria no mostrar con claridad la diversidad genética de dicha poblacion.
Finalmente, el trabajo de Wultsch et al. (2016) muestra una He=0.63 para el total de

los 14 microsatélites utilizados en cuatro poblaciones silvestres que muestran una
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Gnica estructura poblacional, que al comparar con los ocelotes bajo cuidado humano

de México muestran una menor heterocigosidad.

Otro estimador de la diversidad genética es la diversidad alélica, que para los
ocelotes de México bajo cuidado humano fue de Na=9.89, dado que el estimador
de diversidad alélica es altamente sensible al tamafio de la muestra (Frankham et
al., 2010) se presenta también la riqueza alélica para poder ser comparada con otras
muestras (Ar=9). De acuerdo con los datos presentados por Janecka et al. (2014),
podemos determinar que tomando en cuenta los seis loci compartidos con el
presente estudio, la diversidad genética medida a través de la diversidad alélica por
medio de Na, dado que los tamafios de muestra son similares, en los ocelotes bajo
cuidado humano de México es de Na=10.83, para la poblacion de Los Ebanos de
Na=4.83, para la poblacion de Cameron de Na=2.67 y para la poblacion de Willacy
de Na=3.67. Con los datos obtenidos observamos que la diversidad genética de los
ocelotes bajo cuidado humano fue claramente mayor respecto a las poblaciones
silvestres de México y Estados Unidos de América, sin embargo, se debe tener en
cuenta que para los ejemplares bajo cuidado humano se puede estar
sobreestimando dicho valor al tener individuos de distintas poblaciones, al no existir
entrecruzamientos entre dichos individuos y al ser ademas en su mayoria individuos

de reciente cautiverio.

Otro parametro importante que se ha utilizado como medida para la
diversidad genética es el numero de alelos efectivos (Ne) (Zouros, 1979; Nielsen et

al., 2003), que corresponde al numero de alelos con frecuencias iguales necesarios
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para obtener la misma heterocigosidad que en la poblacién estudiada (Kimura y
Crow, 1964; Frankham et al., 2010), en donde los alelos de baja frecuencia tienen
poca contribucién al nUmero efectivo de alelos. En el presente trabajo se observo
un Ne promedio de 5.45, con un valor maximo de Ne=8.60 para el microsatélite
FCA117 y un valor minimo de Ne=2.59 para el FCA090 (Tabla 4). Estos datos
muestran la dominancia, que se observa en el indice de Shannon para ciertos alelos
con mayor frecuencia para cada locus (Anexo 4), por lo cual es importante dentro
de un programa de reproduccién bajo cuidado humano localizar a los individuos que
presenten los alelos con baja frecuencia con la finalidad de mantener la diversidad

genética al maximo.

Parentesco y Cruzamientos dirigidos

Los programas de reproduccion bajo cuidado humano con regularidad se llevan a
cabo para prevenir la extincion de especies hasta que puedan realizarse
reintroducciones en la naturaleza (Utter y Epifanio, 2002; Frankham, 2010). Sin
embargo, los grupos de animales bajo cuidado humano a menudo evolucionan a
través de la endogamia, deriva y seleccion, que afectan la eficacia bioldgica
(Spielman et al., 2004; Frankham et al., 2010; Willoughby et al., 2014), por lo que
es fundamental el mantenimiento de la diversidad genética en la gestion de los
animales bajo cuidado humano para tener mayores posibilidades de

reintroducciones exitosas.

A través de las estimaciones de maxima verosimilitud de parentesco, se

determind la relacién entre todos los ejemplares muestreados (Tabla 5 y 6) para
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poder determinar con base en dichos resultados los posibles cruzamientos viables.
Para los ocelotes bajo cuidado humano se obtuvo un par de individuos con relacion
de hermanos, 20 con relacion de medios hermanos, sin embargo, dicha asignacion
hace referencia a que entre esos individuos comparten el 25% de material genético,
con lo que no necesariamente corresponde a medios hermanos, pudiendo tratarse
de primos, tio-sobrino o abuelo-nieto, y se encontré una relacion de padre-cria. El
resto de las relaciones mostraron niveles muy bajos o ningin grado de estimacion
de parentesco (cero o cercanos a cero), con lo cual se determina que son individuos
no relacionados. Al conocer las relaciones de parentesco entre los ocelotes bajo
cuidado humano, se elaboré una propuesta de cruzamientos dirigidos bajo el
protocolo de minimizacion de parentesco medio (Minimizing kinship), el cual busca
disminuir la pérdida de alelos debido a la endogamia y reduce los efectos de la
seleccion, los cuales influyen directamente con la eficacia bioldgica, al maximizar la
diversidad genética y la diversidad alélica (Tabla 7), respecto a otros protocolos
como apareamiento aleatorio (RAN) o seleccibn de comportamientos déciles
(DOC), para los cuales se ha demostrado que respecto al protocolo de minimizacion
de parentesco medio, este Ultimo reduce significativamente la pérdida de la
diversidad genética en comparacion a los otros protocolos (Montgomery et al., 1998;

Willoughby et al., 2015; Willoughby et al., 2017).

Con los datos obtenidos, es importante mencionar que se puede comenzar una
base de datos genéticos de individuos, tanto silvestres como aquellos bajo cuidado

humano y crear a partir de esta un banco de recursos genéticos organizado y con
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fines meramente conservacionistas, en donde se coleccionen y almacenen

biomateriales.

Conclusiones

El manejo adecuado de ejemplares de especies silvestres bajo cuidado humano en
zoolégicos es una herramienta importante para la conservacion de especies,
principalmente aquellas que se encuentran bajo alguna categoria de riesgo. A pesar
del namero limitado de individuos analizados en el presente trabajo, se determin6
que los niveles de diversidad génica para los ocelotes bajo cuidado humano en
México son altos. Sin embargo, se debe tener en cuenta que estos datos pueden
reflejar que existe alto flujo genético entre los individuos dentro del territorio
nacional, como se ha observado en otros trabajos, o que pueden estar
sobreestimados debido a que se cuenta con ejemplares de diversas ubicaciones
geogréficas dentro del pais. Es necesario realizar estudios adicionales para conocer
la diversidad genética de los ocelotes de vida silvestre en México a través de
distintas poblaciones y comenzar con programas de conservacion que integren las
poblaciones silvestres y los ejemplares bajo cuidado humano como reservorio

genético bajo una adecuada gestion.

Con el presente estudio se obtuvieron los primeros datos disponibles de
diversidad genética para los ocelotes bajo cuidado humano en México y se presenta
una propuesta de reproduccion de individuos mediante cruzamientos dirigidos para
comenzar un programa de conservacion con los ocelotes bajo cuidado humano en

UMAS, incluyendo los zoologicos, con el objetivo de mantener al maximo la
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diversidad genética y minimizar la endogamia, ademas de llevar a cabo un proceso
adecuado de seleccién para aumentar la probabilidad de reintroducir individuos
aptos en la naturaleza, si en algin momento futuro es necesario, bajo un programa

integral de genética, comportamiento y rehabilitacion de individuos.

Para lograr el objetivo que se plantea en este estudio, es necesario crear una
red de instituciones serias y comprometidas para el desarrollo de programas de
conservacion integral, tanto con individuos bajo el cuidado humano como
poblaciones de vida silvestre, que garanticen el acceso a la informacion y el
desarrollo adecuado del programa, entre las cuales deben integrarse zoolégicos y
centros de conservacion, instituciones académicas y cientificas, asi como
organismos gubernamentales, con la finalidad de desarrollar estudios con
poblaciones silvestres en todo el territorio nacional y continuar con el muestreo de
ejemplares de diversas instituciones y aquellos decomisados, para sumar individuos
que aporten a la base de datos genética de individuos bajo cuidado humano y poder,
en conjunto con los datos de las poblaciones silvestres, asignarlos a distintos

grupos genéticos e implementar con el programa de reproduccién dirigida.
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Anexos.

Anexo 1. Ejemplares muestreados por sexo en cada UMA.

UMA Ejemplar Sexo
Nicté H
Zooldgico de Chapultepec Ororo H
Caspian M
Emmet M
Zoologico de San Juan de Aragdn Batsi -
Coba Tepache M
Zooldgico de Guadalajara GbL H
Hacienda Noc Ac Nocac M
Fufa H
Parque Zooldgico del Centenario
Fufo M
Fundacién Invictus Tita H
Araceli H
CrocoCun Zoo Chaa
M
1019 M
, 5301 H
Zooldgico Miguel Alvarez del Toro Prociosa .
Rufino M
VZH Y
Vallazoo VZM
M
Parque Museo La Venta Poncho M
YUMKA’ Yumka M

H = Hembra; M = Macho.
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Anexo 2. Registro de protocolo aceptado ante el SICUAE.

T R Vi
2 o

=N

Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias
de la Produccion y de la Salud Animal
Facultad de MWedicina Veterinaria y Zootecnia
Faculiad de Estudios Superiores Caautitlon
Anstituio de Investigaciones Biomdédicas

VNIVERZDAD NACIONAL
AVFNMA DE
MEXICO

SICUAE - SUBCOMITE INSTITUCIONAL PARA EL CUIDADO Y USO DE
ANIMALES EXPERIMENTALES

Protocolo Numero: MC-2018/2-17

Titulo del Proyecto: Genotipificacion de ocelotes (Leopardus pardalis) en apoyo a
programas de conservacion en cautiverio.

Investigador Responsable: Fernando Gual Sill

Tesista: Mauricio Gutiérrez Sanchez Riied

Después de haber revisado el proyecto de investigacion el dia 5 de octubre del 'presente, el
SICUAE considerd que reune los requisitos que marcan las normas para el culdad.o y uso
de animales en experimentacién, por lo cual, no tiene objecion en que se realicen los
procedimientos planteados tal y como fueron descritos en el protocolo.

ATENTAMENTE : ;
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, CDMX. a 6 de-marzo del 2019

[J Unidad de Posgrado, Edificio B, Primer Piso, B107. Circuito del Posgrado. Ciudad Universitaria. Del. Coyoacdn, CDMX, C.P. 04510.
Tels.: 01 (55) 5623-7005 y 01 (55) 5623-0222 ext.: #80023, #80005, #80024.

[] Edificio 4 Posgrado, Planta alta. Fac de Med Vet y Zoot. Circuito Escolar S/N, Ciudad Universitaria, Del Coyoacdn, COMX, C.P. 04510.
Tels.: 01 (55) 5622-5854 al 57, Fax: 01 (55) 5616-7197 y 5616-2342.

[] Secretaria Técnica de Produccion y Salud Animal, FES-Cuautitian: Unidad de Investigacion Multidisciplinaria, Campo 4, Km. 2.5 Carretera
Cuautitlan Teloyucan, Col. San Sebastian Xhala, Cuautitlan Izcalli, Estado de México, C.P. 54714, Tel.: 5623-1939 ext.: 39405.

[] Edificio A, planta baja de la Secretaria de Ensenianza del Instituto de Investigaciones Biomédicas, Nueva Sede, Circuito Maestro Mario de
la Cueva (pasando el Jardin Botdnico) Ciudad Universitaria, Del. Coyoacdan, COMX, C.P. 04510, Tel.: 01 (55) 5622-8908 ext.: 47985.
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Anexo 3. Protocolo de extraccién de ADN utilizado para las muestras de ocelote:

-Homogeneizar las muestras de sangre en tubo EDTA por inversion y tomar 500ul
con una micropunta. Colocar en microtubos de centrifuga de 1.5-2ml, cada muestra
con su respectiva identificacion.

-Centrifugar por 5 minutos a 1500rpm a temperatura ambiente. Afadir 2ml de
solucién SRL y agitar la muestra por inversién durante 15 segundos.

-Centrifugar por 5 minutos a 1500rpm a temperatura ambiente y retirar el
sobrenadante. Afiadir nuevamente 2ml de solucién SRL y mezclar con la punta de
la micropipeta, homogeneizando el sedimento y el SRL.

-Centrifugar por 5 minutos a 1500rpm a temperatura ambiente y retirar el
sobrenadante. Afadir 900ul de solucion TE, 15ul de Proteinasa K, 60ul de solucion
SDS al 10% y agitar suavemente.

-Incubar los tubos a 56°C por dos horas con agitacion suave.

-Afiadir 400ul de NaCl 5M, agitar con vértex y centrifugar a 12800rpm por 21 minutos
a 4°C. Recoger el sobrenadante en tubos de centrifuga de 1.5ul para cada muestra,
afadir 1ml de etanol absoluto frio a cada tubo y mezclar por inversion.

-Mantener en temperaturas de congelacion las muestras durante una hora y
posteriormente centrifugar a 12800rpm por 21 minutos a 4°C. Mantener las
muestras en temperaturas de congelacion durante una noche.

-Descongelar tubos por 5 minutos a 56°C y centrifugar a 12800rpm por 21 minutos
a 4°C. Recoger el sobrenadante en tubos de centrifuga de 1.5ul, afiadir 1ml de
etanol absoluto frio, mezclar por inversidbn y mantener en temperaturas de
congelacion por 30 minutos.

-Centrifugar a 12800rpm por 21 minutos a 4°C. Decantar el etanol y dejar secar el
sedimento en incubadora a 36°C. Afiadir 100ul de TE y 1ml de fenol-cloroformo
(1:1), mezclar con vortex.

-Centrifugar durante dos minutos a 9400rpm a temperatura ambiente. Recuperar el
sobrenadante, afiadir 1ml de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y mezclar
con vortex.

-Centrifugar durante dos minutos a 9400rpm a temperatura ambiente. Recuperar el
sobrenadante, afiadir 400ul de isopropanol y dejar en congelacién durante 1 hora.
-Centrifugar a 12800rpm por 21 minutos a 4°C. Decantar e incubar a 36°C para
secar el sedmiento.

-Resuspender el sedimento en 20ul de TE dando ligero vortex.

-Correr un gel de agarosa al 0.8% a 80V por 45 minutos para observar las
extracciones y almacenar a -20°C.
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Anexo 4. Gréficas de frecuencias alélicas por locus.

Frecuencia

0.300

0.250

0.200

0.150

0.100

0.050

0.000

Frecuencia alélica para el locus FCA035

J.||I|I|||||.

138 ‘ 139 ‘ 142 ‘ 145 ‘ 147 ‘ 149 ‘ 151 ‘ 152 ‘ 154 ‘ 156 ‘ 158 ‘ 160 ‘ 162 ‘

FCAO035
Locus

164

Frecuancia

0.450
0.400
0.350
0.300
0.250
0.200
0.150
0.100
0.050
0.000

Frecuencia alélica para el locus FCA043

= I I I m B
109 112 113 114 ‘ 115 ‘ 117 ‘

FCA043
Locus

80




Frecuencia

0.300

0.250

0.200

0.150

0.100

0.050

0.000

o

Frecuencia alélica para el locus FCA075

109 ‘ 110 ‘

111 114 115 116 118 120 122

FCAQ75
Locus

124 126 ‘ 128

Frecuencia

0.500
0.450
0.400
0.350
0.300
0.250
0.200
0.150
0.100
0.050
0.000

4 . ||

Frecuencia alélica para el locus FCA077

131 ‘ 132 ‘

136 ‘ 138 ‘ 139 ‘ 140 ‘ 141 | 143 | 145

FCAQ77
Locus

‘ 152

147 ‘ 150

81




Frecuancia alélica para el locus FCA082
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