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RESUMEN

Cuervo Alarcon L.C., C. Burbano Montenegro: Caracterizacion genética de la poblacion ex situ de Cro-
codylus intermedius presente en Colombia. Rev. Acad. Colomb. Cienc. 36 (140): 373-383, 2012. ISSN 0370-
3908.

Se realizo el estudio genético de la poblacion ex situ de Crocodylus intermedius que se encuentra en la Estacion
de Biologia Tropical Roberto Franco, con el fin de establecer su potencial genético y los cruces adecuados para
su manejo. Se emplearon primers heterdlogos para la amplificacion de loci microsatélite, encontrandose tres
sistemas monomorficos y seis polimorficos con 2 a 16 alelos. Los adultos difieren en el nimero de juveniles de
los cuales son padres candidatos lo que indicaria diferencias en la reproduccién; 121 juveniles no tienen padres
potenciales en los adultos y se consideraron de origen externo. No hubo diferencias entre He y A entre los adul-
tosy los juveniles lo que indica que no se ha presentado una pérdida de diversidad genética. Se disefiaron cruces
entre pares de individuos con un coeficiente r=0 para aumentar la heterocigosidad; es importante que todos los
individuos se reproduzcan para evitar la pérdida de diversidad alélica y una diferenciacion de la poblacion ex
situ con respecto a la poblacion silvestre.
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ABSTRACT

A genetic study of Crocodylus intermedius ex situ population was made. This population is located in the Es-
tacion de Biologia Tropical Roberto Franco. The aim of this study is to establish the ex sizu population genetic
potential and propose mating pairs for its management. Heterologous primers were used for microsatellite loci
amplification; three of them were monomorphic and six polymorphic with 2 to 16 alleles. Adults were parent
candidates of a different number of juveniles, which suggest differences in reproduction. Also, 121 juveniles
did not have adult parent candidates, for that reason they were considered from external origin. Between adults
and juveniles there were not differences in He and A, which means that genetic diversity loss was not found.
Mating pairs are proposed between individuals with a r=0 coefficient to increase heterozigosity. Every indivi-
dual should reproduce to avoid allelic richness loss and genetic population differentiation from wild population.

Key Words: Crocodylus intermedius, ex situ population, allelic richness, heterozygosity, mating pairs.
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1. Introduccién

Muchas especies vegetales y animales alrededor del mundo
estan en peligro de extincion principalmente como resultado
de actividades humanas tales como la sobreexplotacion de
recursos, la introduccion de especies exoéticas y la contami-
nacién (Landweber y Dobson, 1999). En Colombia, una
de las especies mas perjudicadas por la actividad humana
es Crocodylus intermedius, también conocido como caiman
llanero o cocodrilo del Orinoco, cuya éarea de distribucion
natural comprende la cuenca del rio Orinoco en Colombia
y Venezuela. Desde 1920 y hasta 1948, esta especie estu-
VO sometida a una intensa caza comercial para satisfacer la
demanda de pieles: Medem estimd que hacia la mitad de la
década de 1930, periodo en el que la caza fue més intensa,
se comercializaron entre 135200 y 254000 pieles (Ramirez-
Perilla, 2000).

Desde 1984, el caiméan Ilanero se encuentra catalogado como
una especie en peligro critico por la UICN y desde 1975 se
encuentra incluido en el apéndice | de la CITES. Por estas
razones, se ha creado el Plan Nacional para la Conservacion
del Caiman Llanero, cuyo objetivo general es prevenir la
extincion de C. intermedius y promover su recuperacion en
el area natural de distribucidon integrandolo a los sistemas
econdmicos y culturales regionales (Ministerio del Medio
Ambiente, 2002). Para este proposito, se necesita como es-
trategia de conservacion el rescate de individuos del medio
natural para su reproduccion en cautiverio y finalmente el
repoblamiento al habitat natural para recuperar las poblacio-
nes naturales (Ramirez-Perilla, 2000). Los esfuerzos por
mantener individuos de C. intermedius en cautiverio han
sido llevados a cabo por la Estacion de Biologia Tropical
Roberto Franco (EBTRF) de la Universidad Nacional de
Colombia (Ardila-Robayo et al., 2010; Ramirez-Perilla,
2000); esta poblacién ex situ se origind en la década del 70
por decomisos llevados a cabo por el antiguo INDERENA'Y
por la constitucion de dos parejas de diverso origen y eda-
des llevada a cabo por Federico Medem (Ardila-Robayo et
al., 2010). Los primeros nacimientos se presentaron entre los
afios 1991-1996 y se reanudaron en el afio 2000 hasta la ac-
tualidad (Ardila-Robayo ez al., 2010).

Aungque los programas de reproduccion en cautiverio inten-
tan generar poblaciones de especies amenazadas auto-sos-
tenibles a largo plazo (Tzika et al., 2008) de tal forma que
actian como un seguro contra la extincion en el medio sil-
vestre (Frankham et al., 2002), pueden no ser exitosos si se
ignoran ciertos factores genéticos (Frankham, 2003), tales
como la endogamia, la adaptacion genética al cautiverio y la
pérdida de diversidad genética, procesos que se esperan en
poblaciones cerradas en cautiverio (Frankham ez al., 2002).
Adicionalmente, hay que tener en cuenta que al establecerse

una poblacién en cautiverio, la poblacion silvestre estara re-
presentada Gnicamente por el pool génico de los fundadores
(Russello y Amatto, 2004); este efecto fundador combinado
con deriva genética puede crear una situacién donde la po-
blacidn en cautiverio se diferencia rapidamente de la pobla-
cion silvestre (Ruokonen et al., 2007), lo cual puede tener
efectos prejudiciales en el momento de la reintroduccion.

La contribucion de la genética al manejo de las poblaciones
en cautiverio consiste en el disefio de cruces que eviten la
endogamia y la pérdida de diversidad genética (Frankham
et al., 2002) para lo cual es esencial el conocimiento del pa-
rentesco (Haig, 1998). Sin embargo, puede que en las pobla-
ciones en cautiverio no exista un registro adecuado del pa-
rentesco; en estos casos, los marcadores moleculares como
los microsatélites son una herramienta Gtil y apropiada, ya
que son altamente polimorficos, tienen una herencia codo-
minante y son facilmente amplificables por PCR (Selkoe y
Toonen, 2006). Una de las desventajas de los microsatélites
es el alto costo que implica el desarrollo de primers especie
especificos; no obstante, pueden utilizarse primers heterdlo-
gos de especies estrechamente relacionadas (Selkoe y Too-
nen, 2006). Diversos estudios han demostrado que entre las
especies del género Crocodylus hay un gran éxito en la am-
plificacion cruzada de loci microsatélite; primers desarrolla-
dos para C. johnstoni (FitzSimmons et al., 2000) amplifican
también en C. moreletii (Dever y Densmore, 2000; Mcvay
et al., 2008), C. porosus (Isberg et al., 2004) y por ultimo C.
rhombifer 'y C. acutus (\Weaver et al., 2008).

En el presente estudio, empleando nueve loci microsatélite
provenientes de la especie C. johnstoni (FitzSimmons et al.,
2000) y cuatro de la especie C. porosus (Miles et al., 2008),
se llevd a cabo la caracterizacion genética de la poblacion ex
situ de C. intermedius con el objetivo de determinar las rela-
ciones de parentesco entre los individuos, evaluar la diversi-
dad genética existente y sugerir las parejas de apareamiento
maés adecuadas para aumentarla.

2. Materiales y Métodos

Se obtuvo el permiso de acceso a recursos genéticos de la
poblacion ex situ mediante resolucion nimero 1767 del 1 de
septiembre de 2011. Se tomaron muestras de musculo de los
53 adultos (26 hembras y 27 machos) y de escama de los 210
juveniles (29 hembras, 31 machos y 150 de sexo descono-
cido) que conforman la poblacion ex situ de C. intermedius
presente en la EBTRF; la identificacion de los individuos
que se encuentra en la presente investigacién corresponde al
sistema empleado por la EBTRF.

La extraccion de ADN se llevd a cabo mediante el Kit Wi-
zard Genomics de PROMEGAZ®, segun el protocolo de ex-
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traccion para tejido de cola de ratén. Se evaluaron seis pa-
rejas de primers provenientes de C. johnstoni y cuatro de
C. porosus. Para cada pareja de primers se determinaron las
condiciones optimas de amplificacion por PCR (Tabla 1); las
muestras se amplificaron en un volumen final de reaccion
de 11pL con 0,25 U de GoTag® DNAPolimerasa (Prome-
ga), 2,5uL de 5x GoTag® Flexi Buffer (Promega), 1,25 uL de
dNTPs 2mM (Promega), 0,21Mm 6 0,25 mM MgCI, como
concentracion final segun la pareja de primers (Tabla 1), 0,5
pL de cada primer 10 uM y 10ng de ADN. Las condiciones
de amplificacion en el termociclador fueron de la siguiente
forma: una etapa preliminar de desnaturalizacion a 95°C por
5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacién a 95°C
por 40 segundos, anillamiento a la temperatura estandariza-
da para cada sistema (Tabla 1) por 40 segundos y extension
a 72°C por 30 segundos, finalizando con una temperatura
de 72°C por 5 minutos. Los productos de amplificacion se
corrieron en geles de poliacrilamida a una concentracion del
8% durante 8 horas a 200V en una cadmara de electroforesis
Protean Il de Biorad ®; como patrén de comparacion se uti-
liz6 una escalera de peso molecular de 300pb en escala de
10pb. Para la visualizacion de las bandas se realizé una tin-
cion con AgNO_; la determinacion de los genotipos se llevo
a cabo con el programa GenTools.

Tabla 1. Temperatura 6ptima de anillamiento y
concentracion final de MgCl, [UM] empleada para la
amplificacion heterologa de primers provenientes de C.
Jjohnstoni (Cj) y C. porosus (CpP) en C. intermedius.

Locus Tm°C [MgCL,]
Cj16 61 0,21
Cj18 64 0,21
Cj20 60 0,25
Cj35 58 0,21
Cj119 62 0,21
Cj131 63 0,21
CpP302 60 0,25
CpP305 62 0,25
CpP3216 56 0,25

Para determinar la relacién de parentesco entre adultos y
juveniles, se empled el programa Kinship 1.2 (Queller y
Goodnight, 1989) contrastando las hip6tesis primarias de
madre-hijo y padre-hijo contra la hipétesis nula de no pa-
rentesco. Debido a que para varios juveniles no se pudieron
excluir varios padres o madres candidatos, por medio del
programa CERVUS 3.0.3 (Kalinowski et al., 2007) se deter-
mind cual parental candidato tiene la mayor probabilidad de
ser el parental verdadero del juvenil en cuestion.

Debido a que existe una brecha generacional marcada en-
tre los individuos que conforman la poblacion ex situ de C.

intermedius y a la necesidad de establecer si ha habido un
cambio en la diversidad genética entre las diferentes gene-
raciones, los individuos de la Estacion de Biologia Tropical
se dividieron en dos generaciones: adultos, correspondiente a
los fundadores de la poblacion ex situ, y juveniles. Esta Gltima
generacion se dividio en dos grupos: juveniles RF, que son hi-
jos de los adultos fundadores de la poblacion ex situ, y juve-
niles NS, que son los juveniles que han sido recolectados del
medio silvestre. Para cada uno de estos grupos, se calculd la
riqueza alélica, la heterocigosidad observada y esperada y la
frecuencia de cada alelo con el programa GenAlex 6 (Peakall
y Smouse, 2006). Con el programa FSTAT 2.9.3 (Goudet,
2001) se determin6 si existian diferencias significativas en la
riqueza alélica y heterocigosidad esperada entre los grupos.
Adicionalmente, ya que se considera que los juveniles RF y
NS son representantes de la poblacion en cautiverio y de la
silvestre, respectivamente, se determind si existia estructura
poblacional por medio de los estadisticos F. y R con el
programa Genepop 1.2 (Raymond y Rousset, 1995).

Para el establecimiento de los cruces adecuados entre pares
de individuos adultos y pares de individuos juveniles, se
utilizo el programa STORM 1.1 (Frasier, 2008) el cual es-
tablece los cruces adecuados entre pares de individuos con
un coeficiente r=0, es decir que no comparten alelos, con el
fin de aumentar la heterocigosidad y evitar los efectos de la
endogamia.

3. Resultados y discusion

Debido al alto gasto tanto en tiempo como en materiales ne-
cesarios para llevar a cabo el aislamiento de primers especie
especificos (Selkoe y Toonen, 2006) y a que se ha encontra-
do que dentro del género Crocodylus las pruebas de ampli-
ficacion cruzada indican la presencia de loci microsatélite
polimorficos que son homologos entre las especies de este
género (FitzSimmons et al., 2000; Miles et al., 2008), se de-
cidié emplear los sistemas microsatélites desarrollados para
las especies C. johnstoni 'y C. porosus para realizar el estudio
genético de la poblacion ex situ de C. intermedius.

Los sistemas Cj35, Cj119 y Cj131 fueron monomorficos al
amplificarlos en C. intermedius, 10s seis loci restantes fueron
polimérficos aunque su grado de polimorfismo fue diferente
(Tablas 4, 5 y 6). Estos resultados concuerdan con el éxito
reportado en la amplificacion cruzada entre especies del gé-
nero Crocodylus (Miles et al., 2008)

3.1 Analisis de parentesco

Se encontr6 que los seis loci polimoérficos empleados para el
analisis de parentesco presentaron una probabilidad de ex-
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clusion de 99,87%. De los 210 juveniles genotipificados, se
encontrd que 41 de ellos presentaron alelos nuevos no en-
contrados en los adultos y para 80 de ellos se excluyeron to-
dos los adultos machos y hembras como posibles parentales;
esto puede indicar que estos 121 juveniles tienen un origen
externo a la estacion y por ello se catalogaron como juveni-
les de nidada silvestre (NS). Para los 89 juveniles restantes,
se encontrd que tenian padres o madres potenciales entre los
adultos fundadores de la poblacion ex situ, razén por la cual
se catalogaron como juveniles de la Estacién Roberto Franco
(RF). Sin embargo, se encontr6 que para algunos de estos
juveniles existen varios padres y/o madres potenciales; no se
pudo establecer con certeza una madre o padre ya que este
tipo de analisis de parentesco tiene mayor poder si se conoce
con seguridad el genotipo de uno de los padres (Kalinowski
et al., 2007). Por tal razén, cuando no se conoce ninguno
de los padres, es recomendable el uso de un mayor nimero

loci pudo haber incidido en la presencia de varias madres
y padres potenciales para un juvenil, lo que hizo necesario
llevar a cabo una aproximacién por verosimilitud para es-
tablecer la pareja de padres mas probable para cada uno de
estos 89 juveniles. Como resultado, se encontraron diferen-
cias en el nimero de juveniles de los cuales las hembras y
los machos serian los padres mas probables (Tablas 2 y 3);
ademas, se obtuvo como resultado que los machos con iden-
tificacion EBTRF 127, 131, 141, 159 y 216 y las hembras
con identificacion EBTRF 129, 148, 158 y 388 no son padres
potenciales de ningun juvenil y por ello no se encuentran en
las Tablas 2 y 3.

Tabla 3. Machos adultos con identificaciéon EBTRF,
numero de juveniles y juveniles con identificacion EBTRF
de los cuales son los padres mas probables

de loci altamente polimorficos (Isberg ef al., 2004). En el paeneificacion | NUMErO | dentifieacion EBTRF de los
presente estudio, el bajo polimorfismo de cuatro de los seis adulto Juveniles juveniles
122 2 178, 344
Tabla 2. Hembras adultas con identificacion EBTRF, 122 é 3:; 563, 285, 286340
ntmero de juveniles RF de los cuales son las madres mas e
probables y su respectiva identificacion EBTRF 135 2 188, 316
136 4 202, 303, 324, 357
[dentificacion | NATSTO | Identificacion EBTRF de los 137 B
Hembra adulta | Juveniles juveniles 173,176,177, 186, 191, 253, 347,
123 > (340 342 139 10 |350, 351,352
124 3 176, 252, 259 140 2 |348,375
105 g | 196,199,235, 289,298, 302, 303, 142 1 1305
312 143 1 365
126 2 321, 348 145 7 174,196, 199, 206, 224, 282, 321
174,198, 241, 253, 256, 285, 286 189,212, 221, 338, 342, 356, 359,
130  laezes 149 8 |360
133 1 306 154 4 193, 289, 292, 296
144 1 360 156 5 262, 306, 312,332, 339
146 3 177, 221, 260 157 2 190, 192
147 2 178, 327 162 2 235, 273
150 3 186, 365, 368 163 7 168, 169, 261, 308, 309, 310, 315
151 4 191, 193, 273, 364 214 2 264, 288
152 5 180, 183, 347, 378, 380 215 3 368, 373, 374
168, 169, 261, 262, 263, 292, 297, 217 6 180, 183, 197, 198, 207, 378
153 9 332, 339 385 1 269
155 1 269 389 6 211, 302, 343, 345, 364, 380
160 6 173, 206, 308, 309, 310, 315
161 3 296, 338, 374 Cabe resaltar que puede que el nimero de hembras y ma-
384 > 188, 264, 288, 344, 352 chos adultos que contribuyeron a la generacion de juveniles
386 S 197, 202, 224, 282, 357 sea menor, ya que para poder distinguir la categoria padre-
387 ! 212, 305, 324, 350, 351, 356, 375 hijo de individuos no relacionados es recomendable el uso
390 6 189, 190, 192, 207, 211, 353 de minimo diez loci altamente polimérficos (Blouin, 2003).
391 3 341, 343, 345 Teniendo en cuenta que en el presente estudio se emplearon
392 1 313 seis loci, este factor puede incidir en la sobrestimacion de
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la relacion padre/madre-hijo y por lo tanto en una aparente
contribucion de casi todos los adultos en la generacion de
juveniles.

3.2 Diversidad Genética

El grado de polimorfismo de los loci polimorficos fue dife-
rente, ya que los sistemas Cj20 y CpP3216 presentaron el

menor grado de polimorfismo con dos alelos cada uno (Tabla
4); los sistemas Cj18 y CpP305 presentaron un polimorfismo
intermedio, con 4 y 5 alelos respectivamente (Tabla 5); y
por ultimo, los sistemas Cj16 y CpP302 presentaron 16 y 15
alelos respectivamente (Tabla 6).

En los dos sistemas mas polimoérficos, no todos los alelos se
encontraron representados en los tres grupos: los alelos 138,

Tabla 4: Loci menos polimorficos, tamafio en pares de bases (pb) de sus alelos y frecuencias alélicas correspondientes

Locus
Cj20 CpP3216
o Frecuencia o Frecuencia
Tamaio (pb) Adultos | Juveniles RF | Juveniles NS Tamafio (pb) Adultos | Juveniles RF | Juveniles NS
180 0,676 0,725 0,738 120 0,735 0,669 0,674
190 0,324 0,275 0,263 124 0,265 0,331 0,326

Tabla 5: Loci con un polimorfismo intermedio, tamafio en pares de bases (pb) de sus alelos
y frecuencias alélicas correspondientes

Locus
Cj18 CpP305
o Frecuencia o Frecuencia
Tamatio (pb) Adultos | Juveniles RF | Juveniles NS Tamatio (pb) Adultos | Juveniles RF | Juveniles NS

199 0,139 0,176 0,178 155 0,085 0,039 0,033
201 0,306 0,347 0,376 167 0,057 0,096 0,229
203 0,352 0,318 0,285 169 0,472 0,404 0,233
205 0,204 0,159 0,161 171 0,217 0,242 0,292

173 0,17 0,219 0,213

Tabla 6: Loci amplificados que presentaron el mayor polimorfismo, tamafio en pares de bases (pb) de sus alelos y frecuencias
alélicas correspondientes. En negrilla se resaltan las frecuencias alélicas de cero, es decir de los alelos que no se encuentran
presentes en el grupo.

Locus
Cjl6 CpP302
o Frecuencia o Frecuencia
Tamaio (pb) Adultos | Juveniles RF | Juveniles NS Tamatio (pb) Adultos | Juveniles RF | Juveniles NS

138 0,000 0,000 0,025 170 0,019 0,063 0,104
140 0,029 0,075 0,063 172 0,324 0,273 0,083
142 0,067 0,017 0,013 174 0,111 0,091 0,129
144 0,01 0,000 0,004 176 0,102 0,085 0,088
156 0,000 0,000 0,004 178 0,12 0,034 0,046
158 0,000 0,000 0,108 180 0,028 0,017 0,013
160 0,029 0,086 0,183 184 0,009 0,045 0,129
162 0,346 0,276 0,163 186 0,241 0,205 0,138
164 0,144 0,218 0,146 188 0,019 0,153 0,146
166 0,115 0,069 0,121 190 0,009 0,006 0,021
168 0,067 0,063 0,05 192 0,019 0,028 0,013
180 0,058 0,075 0,038 194 0,000 0,000 0,004
182 0,058 0,075 0,033 202 0,000 0,000 0,05
184 0,029 0,017 0,046 204 0,000 0,000 0,017
186 0,019 0,029 0,000 206 0,000 0,000 0,021
188 0,029 0,000 0,004
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156 y 158 del sistema Cj16 son exclusivos de los juveniles
NSy el alelo 186 del mismo sistema lo es para los adultos y
los juveniles RF (Tabla 6); en el sistema CpP3216, los alelos
194, 202, 204 y 206 son exclusivos de los juveniles NS. Aun-
que no se presentaron diferencias estadisticamente significa-
tivas en la riqueza alélica (p=0,463) entre los adultos, juve-
niles RF y juveniles NS, la presencia de estos alelos nuevos
provoca que haya una riqueza alélica mayor en este ultimo
grupo (Tabla 7); ademas, corrobora el posible origen diferen-
te para los juveniles NS. También se puede apreciar que dos
alelos del sistema Cj16, los alelos 144 y 188, se encuentran
en los adultos pero no en los juveniles RF, lo que estaria
indicando que los adultos portadores de esta variabilidad no
se reprodujeron o sus crias no sobrevivieron y por esto no se
encuentran representados en esa generacion. Estos alelos se
encuentran entre los que presentan frecuencias mas bajas, y
son estos alelos los que por deriva tienen mayor probabilidad
de perderse en las poblaciones en cautiverio, sobretodo si no
hay una contribucién de todos los individuos a las siguientes
generaciones. De esta manera, se puede presentar una pérdi-
da significativa de la diversidad genética entre las generacio-
nes (Hedrick, 2005).

La riqueza alélica promedio (Tabla 7) fue similar a la en-
contrada en otras especies de Crocodylus en los que también
se han empleado primers heterélogos (Dever y Densmore,
2000; Weaver et al., 2008; Isberg et al., 2008), sin embar-
go, hay que tener en cuenta que este patron de comparacion
no es el ideal por tratarse de otras especies con una historia
demografica diferente a la de C. intermedius. Por lo tanto,
para establecer la cantidad de riqueza alélica de la poblacion
silvestre que se encuentra representada en la poblacién ex
situ, €s necesario el estudio de poblaciones silvestres para
poder realizar una comparacion mas adecuada.

La heterocigosidad esperada obtenida tanto en adultos como
en juveniles RF y NS (Tabla 7) es similar a la reportada para
poblaciones silvestres de otras especies del género Croco-
dylus (McVay et al., 2008; Isberg et al., 2004). Esto de-
muestra que con la cantidad de individuos adultos empleados
para el establecimiento de la poblacion ex situ, se esta re-
presentando una parte importante de la variabilidad en tér-
minos de heterocigosidad que se encuentra presente en las
poblaciones silvestres, ya que segin Hedrick (2005) con un
nimero de fundadores de entre 20 y 30 individuos se esta
capturando el 98% de la heterocigosidad. Sin embargo, no
sucede lo mismo con la riqueza alélica pues para capturar
una gran parte de esta se requiere un mayor nimero de indi-
viduos: entre 25 y 50 fundadores (Hedrick, 2005). Teniendo
en cuenta esto y los valores similares de riqueza alélica y
heterocigosidad esperada que tiene la poblacion ex situ de C.
intermedius con otras especies de cocodrilos, se podria pen-
sar que esta representa en gran medida la poblacion silvestre;
sin embargo, para afirmar esto hay que tener en cuenta que
estos patrones de comparacion no son los ideales por tratarse
de otras especies con una historia demografica diferente a la
de C. intermedius.

Por lo tanto, para establecer la magnitud de la variabilidad
genética presente en la poblacion ex situ, es necesario el es-
tudio de poblaciones silvestres para realizar una compara-
cion més adecuada. Una aproximacion a esta comparacion
puede darse con los juveniles NS para los cuales se asumid
que tenian un origen silvestre: como la heterocigosidad es-
perada entre adultos, juveniles RF y juveniles NS no tuvo
diferencias significativas (p=0,277), podria inferirse que los
adultos estarian representando la heterocigosidad de la po-
blacion silvestre; y aunque la riqueza alélica tampoco haya
presentado diferencias significativas (p=0,463) vale recalcar

Tabla 7. Riqueza alélica (A), Heterocigosidad observada (Ho), Heterocigosidad esperada (He) y valores p para Equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE). NA: No Aplica.

Adultos (n=53) Juveniles RF (n=89) Juveniles NS (n=121)

Locus A Ho He HWE A Ho He HWE A Ho He HWE
Cj16 13 | 0,692 | 0,827 | 0,000 11 | 0,667 | 0,842 | 0,000 15 | 0,467 | 0,881 | 0,000
Cj18 4 0,500 | 0,722 | 0,000 4 0,375 | 0,722 | 0,000 4 0,24 | 0,72 | 0,000
Cj20 2 0,500 | 0,438 | 0,366 2 0,438 | 0,399 | 0,435 2 0,442 | 0,387 | 0,161
Cj35 1 0,000 | 0,000 | NA 1 0,000 | 0,000 | NA 1 0,000 | 0,000 | NA
Cj119 1 0,000 | 0,000 | NA 1 0,000 | 0,000 | NA 1 0,000 | 0,000 | NA
Cj131 1 0,000 | 0,000 | NA 1 0,000 | 0,000 | NA 1 0,000 | 0,000 | NA
CpP302 11 ] 0,833 | 0,798 | 0,000 11 | 0,977 | 0,836 | 0,000 15 | 0,908 | 0,895 | 0,000
CpP305 5 0,528 | 0,691 | 0,000 5 0,562 | 0,719 | 0,000 5 0,492 | 0,762 | 0,000
CpP3216 2 0,529 | 0,389 | 0,003 2 0,483 | 0,443 | 0,475 2 0,471 | 0,44 | 0,536
Todos 4,444 | 0,398 | 0,429 | 0,008 | 4,222 | 0,389 | 0,440 | 0,000 | 5,111 | 0,336 | 0,454 | 0,000
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que los juveniles NS son portadores de nuevos alelos lo que
podria estar indicando que existe una variabilidad adicional
en las poblaciones silvestres.

Los loci que se encontraron en equilibrio de Hardy-Wein-
berg fueron los menos polimorficos (Cj20 y CpP3216); los
loci Cj16, Cj18 y CpP305 no se encuentran en equilibrio de
Hardy-Weinberg debido a una deficiencia de heterocigosidad
observada lo que indica que hay una mayor frecuencia de
homocigotos. En general, al tener en cuenta todos los loci,
para los tres grupos hay una desviacion del equilibrio de
Hardy-Weinberg por deficiencia de heterocigotos (Tabla 7).
Entonces, en los adultos y juveniles NS, considerados ambos
como representantes de la poblacion silvestre, el exceso de
homocigotos podria estar reflejando que en las poblaciones
silvestres hay una condicién de homocigosidad: debido a la
ausencia de un muestreo estructurado, en el cual se fueron
acogiendo individuos al azar con diversos origenes, es poco
probable que se colecten en su mayoria genotipos homocigo-
tos a menos que estos tengan una alta frecuencia. De esta for-
ma, es posible que en general la deficiencia de heterocigotos
se deba a un reflejo de endogamia en la poblacion silvestre.

En los adultos, se encontraron grandes diferencias en las fre-
cuencias alélicas en un mismo sistema, con un alelo predo-
minante cuya frecuencia se destaca entre los deméas, como
sucede con los sistemas Cj16, CpP302 y CpP305 (Figura 1)
Esto puede ser evidencia de la falta de muestreo en el proce-
so de la fundacion de la poblacién en cautiverio, en el cual
puede quedar por casualidad una alta y una baja frecuencia
de alelos particulares (Hedrick, 2005).

Entre adultos y juveniles RF hubo un cambio en las frecuen-
cias alélicas, especialmente para los loci mas polimoérficos:
en el sistema CpP302 el alelo 178 disminuyd considerable-
mente su frecuencia en los juveniles RF con respecto a los
adultos, y los alelos 170, 184 y 188 aumentaron considera-
blemente su representacion en los juveniles con respecto a
los adultos. Algo similar ocurrié con el sistema Cj16 en el
cual los alelos 140, 160 y 164 tienen una mayor frecuencia
en los juveniles RF mientras que los alelos 142 y 166 tienen
una frecuencia mucho menor en comparacion con los adul-
tos; incluso algunos alelos como el 144 y 188 no se encon-
traron en los juveniles RF (Figura 1).

Este cambio en las frecuencias alélicas entre estas dos ge-
neraciones se puede ser causado por deriva genética, en la
cual los alelos transmitidos de padres a hijos son solo una
muestra de la variacion existente en los adultos (Hedrick,
2005). De esta forma, por azar, algunos alelos no pasan a la
descendencia, mientras otros incrementan o disminuyen en
frecuencia (Hedrick, 2005), como se aprecia entre los adul-
tos y los juveniles RF. Por consiguiente, este fendémeno debe
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Figura 1. Distribucion de las frecuencias alélicas en los loci Cj20,
CpP3216, Cj18, CpP305, Cj16 y CpP302 en adultos, juveniles RF
y juveniles NS presentes en la EBTRF.

estar relacionado con las diferencias en la reproduccion de
los adultos como se aprecia en las Tablas 9 y 10, en la que
las hembras con identificacion EBTRF 125, 130 y 153 y los
machos con identificacion EBTRF 137, 139 y 149 son los
padres mas probables para un mayor nimero de juveniles,
mientras que las hembras con identificacion EBTRF 129,
148, 158 y 388 y los machos con identificacion EBTRF 127,
131, 141, 159 y 216 no son padres potenciales de ningun
juvenil. Cabe resaltar que aunque la deriva genética actlia so-
bre todos los loci, puede resultar dificil apreciar su efecto de-
bido a las diferencias que pueden presentarse entre los loci,
como el nimero de alelos y su frecuencia (Frankham et al.,
2002); esto explicaria por qué en los loci menos polimoérficos
no hubo cambios notorios en las frecuencias alélicas.
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Uno de los objetivos de un programa de reproduccion en
cautiverio es evitar que la poblacion ex situ se diferencie de
la silvestre. En el presente estudio se determiné la presencia
de diferenciacién poblacional entre los dos grupos de juveni-
les dado su origen diferente, encontrandose que entre los dos
grupos existe estructura poblacional leve segln la escala de
Wright: Fst=0,0277 (p<0,05) y Rst=0,1771 (p<0,05), la cual
se debe basicamente a la presencia de alelos exclusivos de
cada grupo. La presencia de alelos nuevos en los juveniles
NS indica que existe variabilidad adicional en el medio sil-
vestre que no fue capturada con los individuos adultos; esto
demuestra que en la medida de lo posible, también es nece-
saria la inclusién de individuos del medio silvestre para evi-
tar la pérdida de diversidad y la consiguiente diferenciacion
poblacional entre la poblacién en cautiverio y la silvestre, lo
que puede perjudicar a los individuos que se reintroduzcan
al medio natural.

3.3 Establecimiento de cruces

Los cruces propuestos estan disefiados para evitar la endo-
gamia ya que los individuos involucrados se seleccionaron
con base a un coeficiente de relacion genética de cero, lo que
indica que los individuos no comparten alelos y por lo tanto
la descendencia que generaran sera heterocigota; la hetero-
cigosidad es importante para la sobrevivencia inmediata de
los individuos de la poblacion (Allendorf, 1986). Los cruces
propuestos involucran a todos los individuos adultos y a los
60 juveniles (incluyendo juveniles RF y NS) cuyo sexo se
conoce. Se debe tener en cuenta que en la medida de lo posi-
ble se debe procurar que todos los individuos se reproduzcan
para evitar pérdida o fijacion de alelos y garantizar que la po-
blacidn siga conservando la variabilidad genética en térmi-
nos de riqueza alélica con la cual se inicid. Sin embargo, en
el momento de llevar a cabo a la practica los cruces, hay que

Tabla 8. Machos adultos con identificacion EBTRF y hembras adultas con identificacion EBTRF entre los cuales podrian
llevarse a cabo los cruces. Esta seleccion de realizo basandose en un coeficiente de relacion genética igual a cero (r=0).

Identificacion
EBTRF Macho Identificaciéon EBTRF Hembra adulta
adulto
122 124,126,130,133,144,146, 147,148,150,151,152, 153,155,158,160,386,390,391,392
127 125,129,130,133,144,146,147,148,150,151, 152,153,155,158,386,387,388,390,391,392
128 126,130,144,146,147,148,150, 151,152,155,158,160,384,386,387,390,391
131 123,125,126,129,130, 152,158,160
132 123,125,126,129,144,146,148, 151,152,158,160,386
135 123,124,125,126,130,133,144,147, 151,152,153,155,158,160,161,386,388,390,392
136 123,126,129,146,148,150, 151,152,158,160,161,384
137 123,124,125,126,129,130,133,146,147, 150,152,153,158,160,161,384,392
139 123,126,129,130,146,147
140 124,125,126,129,130,146,147,150, 153,155,160,388,391,392
141 123,124,125,126,129,130,133, 153,155,158,160,386,387,388,390,391,392
142 123,124,125,126,129,130,146,147,150, 153,155,160,384,388,392
143 124,125,126,129,130,133, 153,155,160
145 123,124,125,126,129,130,133,144,146,147,148,150,151,152,153,155,158,160,161,384,387,388,390,391,392
149 126,129,130,160
154 124,125,126,129,146,147,148,150,151, 152,158,384,386,387,388,390,391,392
156 124,125,126,129,146,147,148,150,151, 152,158,386,387,388,390,391,392
157 126,129,146,147,148,150,151,152,158,160,161,384
159 123,124,125,126,133,144,146,147,148,150,151,152,153,155,158,160,161,384,386,387,388,390,391,392
162 123,124,125,126,129,133,144,146,147,148,150,151,152,153,155,158,160,161,386,387,388,390,391,392
163 123,124,125,144,146,147,148,150,151,152,158,160,161,384,386,387,388,390,391,392
214 123,124,125,126,129,130,133,146,151,153,155,158,160,161
215 123,124,125,126,129,130,133,150,152,153,155,160,161,387,388,390,391,392
216 146,147,150,151,152,153,155,158,160,161,386,392
217 123,124,125,126,129,130,133,146,147,150,151,153,155,158,160,161,384
385 124,125,126,129,144,146,147,148,150,151,152,155,158,160,161,386,388,390,392
389 126,129,146,158,161
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Tabla 9. Machos juveniles con identificacion EBTRF y hembras juveniles con identificacion EBTRF entre los cuales podrian
llevarse a cabo los cruces. Esta seleccion de realizé basandose en un coeficiente de relacion genética igual a cero (r=0). No se
incluyen los individuos cuyo sexo se desconoce.

Identificacion
EBTRF Macho |Identificacion EBTRF Hembra juvenil
juvenil
175 164, 166, 168, 169, 171, 172, 174, 189, 194, 196, 202,209, 220, 222, 223, 224, 227, 228, 230, 231, 232
176 164, 166, 167, 168, 170, 171, 172, 173, 174,196, 203, 220, 222, 224, 225, 226, 227, 228, 230, 232
177 164, 165, 166, 167, 168, 170, 172, 173, 174, 196, 203,220, 222, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230
178 164, 166, 167, 168, 170, 172, 173, 174, 196, 202, 203,220, 223, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 232
179 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 172, 173, 174
180 164, 165, 167, 168, 169, 170, 173, 174, 202, 203, 209, 221, 223, 224, 225, 226, 231
181 164, 165, 167, 168, 169, 171, 174, 189, 194, 196, 202,203, 209, 211, 221, 223, 224, 225, 226, 227, 230, 231
182 164, 166, 167, 168, 169, 173, 174, 202, 203, 209,221, 225, 226, 231, 232
183 164, 165, 167, 168, 169, 170, 173, 174, 202, 203,223, 224, 225, 226, 231, 232
184 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 173, 174, 202, 203,221, 223, 224, 225, 226, 231, 232
185 164, 166, 167, 168, 169, 170, 173, 174, 194, 196, 202, 203,211, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 231
186 164, 165, 167, 168, 170, 173, 174, 194, 196, 202, 203, 209
187 164, 165, 167, 168, 169, 170, 172, 173, 174, 189, 194, 196,202, 203, 209, 222, 223, 224, 225, 226, 231
188 164, 165, 167, 168, 170, 172, 173, 174, 196, 202, 203,209, 220, 222, 223, 224, 225, 226, 232
190 164, 166, 167, 168, 170, 171, 173, 203,220, 222, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 232
191 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174,203, 220, 222, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 232
192 164, 165, 166, 167, 168, 170, 171, 173, 203, 220,222, 224, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 232
193 165, 166, 167, 168, 170, 173, 203, 220, 222, 225, 226, 227, 228, 229, 230, 232
195 165, 166, 167, 170, 173, 189, 194, 196, 202, 203, 209, 211, 221, 222, 223, 224, 225, 226, 231
197 164, 166, 168, 169, 171, 172, 189, 194, 209,221, 222, 223, 227, 228, 229
198 166, 168, 169, 171, 202, 220, 221, 222,223, 224, 227, 228, 229, 230, 231, 232
199 164, 165, 166, 168, 169, 170, 171, 174, 189, 194,209, 220, 221, 223, 227, 228, 229
200 164, 166, 168, 169, 171, 172, 189, 194, 209, 211, 220,221, 222, 223, 227, 228, 229, 230, 232
201 164, 165, 166, 168, 170, 171, 172, 173, 174,220, 222, 225, 226, 227, 228, 229
204 164, 166, 168, 169, 171, 172, 194, 202, 209,220, 221, 222, 223, 224, 227, 229, 230, 231, 232
205 164, 165, 166, 168, 169, 171, 172, 174, 209, 221, 222, 223, 227, 228, 229
206 164, 165, 166, 168, 169, 174, 189, 194, 209,221, 223, 227, 228, 229, 232
207 164, 166, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174,221, 222, 228, 231
208 164, 165, 166, 168, 169, 170, 171, 172, 173,174, 189, 194, 209, 211, 221, 222, 223
210 164, 167, 168, 169, 171, 174, 194, 202, 220, 222,224, 227, 229, 230, 231, 232
212 164, 165, 166, 168, 171, 172, 174, 209, 220, 222, 227, 229, 230, 232

tener en cuenta que factores como la edad de los individuos y
el estado de salud pueden obstaculizar el proceso reproducti-
VO; por esta razdn, se presenta un amplio espectro de cruces
posibles entre un individuo con otros del sexo opuesto, lo
que ayuda a sobrepasar los obstaculos que se puedan presen-
tar en un determinado cruce por el estado de un individuo.

4. Conclusiones

La mayoria de los primers provenientes de las especies C.
johnstoni 'y C. porosus ensayados presentaron amplificacion
en C. intermedius, |0 que permite deducir que entre las es-

pecies de este género las regiones de unién al primer estan
conservadas; esto es Util ya que permite la estimacion de pa-
rametros genético poblacionales para una especie como C.
intermedius para la que no se han aislado microsatélites.

La tendencia de unos cuantos adultos a ser los padres mas
probables de un mayor nimero de juveniles RF es proba-
blemente un reflejo de las diferencias en la contribucion a la
siguiente generacion por parte de los adultos; no obstante,
es necesario el uso de un mayor nimero de marcadores po-
limérficos para hacer la determinacion del parentesco mas
confiable y precisa.
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La riqueza alélica y la heterocigosidad esperada son simi-
lares a las encontradas en otras especies del género Croco-
dylus; esto sugiere que la poblacion ex situ de C. intermedius
posee una variabilidad valiosa que le brinda un gran poten-
cial genético, aunque para afirmar esto es necesario el estu-
dio genético de las poblaciones silvestres.

El hecho de no haber encontrado en los juveniles RF dos
alelos presentes en los adultos, sugiere que es necesario un
manejo adecuado de los cruces para evitar a largo plazo una
pérdida sustancial de la riqueza alélica. Ademas, en las po-
blaciones silvestres puede haber nuevas fuentes de riqueza
alélica, como lo demuestra el hecho de haber encontrado
juveniles con alelos nuevos no presentes en los adultos, lo
que indica que la poblacién en cautiverio posiblemente no
esta capturando toda la variabilidad genética de la poblacién
silvestre. Adicionalmente, se debe tener en cuenta que ya que
los juveniles NS provienen de nidadas silvestres, la presen-
cia de una ligera estructura con los juveniles RF demuestra
que si no se da un manejo adecuado a la poblacién en cauti-
verio, en un futuro puede presentarse una diferenciacion con
respecto a las poblaciones del medio silvestre.

El exceso de homocigotos encontrado tanto en los adultos
como en los juveniles NS, ambos considerados de origen sil-
vestre, podria estar reflejando un exceso de homocigotos en
el medio silvestre y por lo tanto una posible endogamia. Sin
embargo, para afirmar esto, es necesario el estudio genético
de las poblaciones silvestres de C. intermedius para deter-
minar cuénta variabilidad se encuentra representada en la
poblacion en cautiverio; ademas, también es necesario para
determinar el origen silvestre de la poblacién en cautiverio
y evitar el cruce de individuos de poblaciones estructuradas
que pueda llevar a una depresion por exogamia 0 a un repo-
blamiento en el sitio incorrecto, lo que podria generar gran-
des dificultades en la sobrevivencia de los individuos al ser
devueltos a su medio natural.
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