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HISTORIA DE VIDA Y GENETICA CUANTITATIVA DE CUATRO POBLACIONES
DEL COCODRILO DE PANTANO Crocodylus moreletii BAJO CONDICIONES DE
CAUTIVERIO EN EL TROPICO MEXICANO.

Ricardo Serna-Lagunes, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2010

Se evalué la variacion morfoldgica, crecimientopowal, estructura, variacion genética y
tamafio efectivo de poblacién {Nle cuatro poblaciones @rocodylus moreletimanejadas
en la UMA Cacahuatal, situada en Veracruz, Méxica. variacion morfologica y el
crecimiento corporal se evaluaron aplicando un isisdlmultivariado de covarianza
(MANCOVA) y un andlisis de varianza (ANOVA), respeamente. La descripcion de la
estructura genética se realiz6 acorde a los pioxwide Hardy-Weinberg y se evalud la
variacion genética con un analisis de varianza outde (AMOVA), que se corrobord con los
estadistico$. El N, se determiné a partir del total de cocodrilos adpctivos y se obtuvo la
tasa de incremento de endogamia. La poblacion dla VYuarez fue morfologicamente
diferente a las otras poblaciones (P < 0.05). ¢asodrilos crecieron de manera diferente
entre poblaciones (P < 0.05). El polimorfismo fue ©00 %, encontrandose la mayor
variacion genética dentro de poblaciones (101,E&b+= - 0.006). Las poblaciones de Puente
Chilapa y Puerto Vallarta estan en riesgo de end@gaSe concluye que la variacion
morfoldgica y del crecimiento corporal se debedaoi@s de manejo, la variacion genética a
mutaciones, deleciones/inserciones en el ADN jespo de endogamia a la relacion desigual

de sexos.

Palabras clave: morfologia, crecimiento corporatruetura genética poblacional, variacion

genética, tamafio efectivo de poblacion.



LIFE HISTORY AND QUANTITATIVE GENETICS OF FOUR PORLATIONS OF
MORELET'S COCODRILE Crocodylus morelefji LOW CONDITIONS OF CAPTIVITY
IN THE MEXICAN TROPICS

Ricardo Serna-Lagunes, M. C.

Colegio de Postgraduados, 2010

The morphological variation, such as body growthycture, genetic variation and effective
population size () were evaluated from four populations@focodylus moreletiimanaged

in the UMA Cacahuatal, located in Veracruz, Mexibtorphological variation and the body
growth were assessed using a multivariate anabysievariance (MANCOVA) and analysis
of variance (ANOVA), respectively. The descriptiohthe genetic structure was performed
according to the principles of Hardy-Weinberg amhegic variation was assessed with an
analysis of molecular variance (AMOVA), which wam@irmed withF statistics. The Nwas
determined from the total of reproductive crocosliEnd obtained the rate of increase of
inbreeding. The population of Villa Juarez was nmaipgicaly different to the other
populations (P <0.05). The crocodiles grew diffésemmong populations (P <0.05). The
polymorphism was 100%, found the most variationhimitpopulations (101.1%fst = -
0,006). The populations of Puente Chilapa and Budatlarta are at risk of inbreeding. It can
be concluded that the morphological variation andybgrowth is due to management factors,
genetic variation to mutations, deletions/insegianthe DNA and the risk of inbreeding to a

ratio of sexes inequality.

Key words: morphology, body growth, genetic stroetugenetic variation, effective

population size.
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INTRODUCCION GENERAL
Recientemente se ha hecho hincapié sobre la inmpiatade los estudios genético-
poblacionales, principalmente como una premisa cesemara el manejo eficiente de
cualquier poblacion de fauna silvestre (Lemos-Edp#n al, 2005). Segun Stearns (1992),
para realizar un analisis integral sobre algun@aepde interés, debe abordarse a partir de
cuatro elementos fundamentales: 1) la demografia, genética cuantitativa, 3) los caracteres
de historia de vida y 4) los aspectos histéricdlogenéticos. El primero se refiere a la
dindmica de las poblaciones, el segundo se basspander las preguntas: ¢ Cuanta variacion
se debe al efecto ambiental?, ;Cuanta al compogentgtico? y ¢Cuanta a la interacciéon
entre genotipo-ambiente?; la tercera engloba lpscass reproductivos, de sobrevivencia y de
crecimiento corporal entre poblaciones y espeeiesgelacion a su distribucién geogréfica, y
el ultimo se refiere a la sistematizacion de lg®es a escala evolutiva y filogenética. En
este contexto, algunos elementos propuestos pamSt€1992) se han aplicad&€eocodylus
sin embargo no se ha realizado alguna evaluaciénirjagre dos o0 mas de éstos elementos

fundamentales.

Garcia-Grajale®t al (2007), proponen que un andlisis demografico gamrodylusdebe
incluir informacién sobre su densidad y abundaritrtavés de los afios, respecto a la
estructura de clases de edades y su proporciéexds;snformacién necesaria para proponer
planes de conservacion y manejo (Meeaal, 2008). Por otro lado, los analisis de genética
cuantitativa enCrocodylus estan enfocados a conocer los indices de egstugenética
poblacional, pero especificamente se basan ennuaterlos factores causales de variacion

inter e intrapoblacional. Por ejemplo, en las itigagiones realizadas en especies c@no



niloticus (Flint et al, 2000),C. rhombifer C. siamensig/ C. porosus(FitzSimmonset al.,
2002),C. moreletii(Dever y Densmore, 2001; Dever al,, 2002),C. acutus(Porraset al,
2008). En referencia al crecimiento corporalGtecodylus este ha sido uno de los caracteres
de historia de vida mas estudiados (Ramirez-Petifl1; Pérez y Rodriguez, 2005; Pérez y
Escobedo-Galvan, 2007, Meraz al, 2008); relacionado con sus estructuras morfoagi
(Montague, 1984; Hall y Portier, 1994) y con lapatade desarrollo (ontogenia) (Verdade,
1997; 2000); informacion que ha permitido conoaar factores que afectan su desarrollo
corporal, principalmente bajo condiciones de cauiv(Merazet al, 2008). Finalmente, el
andlisis historico y filogenético ha sido enfocadoonocer las relaciones entre las especies
vivientes de los Crocodylia. En este sentido, kygeatos histéricos describen las causas de su
distribucion en la region intertropical. Por oteald, las relaciones filogenéticas se enfocan a
definir el nimero de especies actuales de cocadfidensmore, 1983) y su relacion con las
especies ancestrales, las del suborden Mesosupieaderivaron de los protosuchios del
Tridsico superior (hace aproximadamente 195 mione afos). Actualmente existen
discrepancias en las relaciones filogenéticas (B886) y en el nimero de especies que
constituyen el orden Crocodylia (Rodriguez, 20@@; cuando el andlisis de agrupacion se
realice con caracteres morfolégicos (Brochu, 20000, informacién molecular (Densmore y
White, 1991) o con la combinacién de ambos (Denenyowhite, 1996). Algunos trabajos
describen 27 especies 6 subespecies (Taplin, 1B&tgirs, 1987), pero la hipotesis mas
convincente al respecto es la propuesta por KiBgrke (1989), quienes indican que el orden
Crocodylia esta compuesto por 23 especies agrupadases sub-familias, siendo estas:
Alligatoridae, Gavialidae y Crocodylidae. Esta mki agrupa a los génerd@mistomay

Crocodylus



El géneroCrocodylusincluye aCrocodylus moreletiiuna de las tres especies de cocodrilo
gue se distribuye en México; especie que fue sdmetiuna gran presion de caza furtiva a
mediados del siglo XX, conduciendo sus poblacioaedrasticos descensos demograficos
(Casas-Andreu y Guzman-Arroyo, 1970) hecho poruel se decreto su veda (Alvarez del
Toro y Sigler, 2001); ademas de g@e moreletii es una especie emblematica de los
ecosistemas tropicales donde se distribuye geograéinte (Casas-Andreu, 1995),

actualmente se ha convertido en una especie désntemercial por su piel, carne y aceite
(Instituto Nacional de Ecologia, 1999; Casas-Andg&f00; Dominguez-Lazo, 2006), por lo

gue una de las estrategias para su aprovechamjentmservacion son las Unidades de
Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestrejomconocidas como UMA'’s (Secretaria

de Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca,;188futo Nacional de Ecologia, 2000).

Tomando en cuenta los elementos fundamentalesepldog por Stearns (1992), -a excepcion
de la demografia y los aspectos historicos y fibéfjeos- en esta investigacion realizamos
una evaluacion integral de los caracteres de fastiervida, como es el crecimiento corporal y
su relacion con la morfologia, y sobre los prinlgpaspectos genético-cuantitativos de cuatro
poblaciones d€rocodylus moreletique se encuentran bajo condiciones de cautiveriman

UMA ubicada en el trépico mexicano.

La presente investigacion se concibe en el enfogusistemas, definido como la aplicacion
del método cientifico a problemas relacionados sistemas complejos, cuya finalidad es
analizar las partes que integran el sistema conatadnEn este contexto, la concepcion del

enfoque de sistemas aplicado al manejo de la feilvestre (Granet al, 2001), surge a partir



de observar a la Unidad de Manejo para la Consérvae la Vida Silvestre (UMA) como un
sistema que presenta un conjunto de elementosomdalos dinamicamente para lograr un
objetivo (principalmente antropocéntrico). Partizuiente, este trabajo se ha basado en el
enfoque de agroecosistemas (Martinez-Davila y Péégguez, 1999), como un sistema
ecologico modificado por el hombre para el aproaeuknto deC. moreletij ademas de
perseguir fines de conservacién. Dicho agroecasstes dinamico, las actividades estan
determinadas por un consejo administrativo (repites® por un técnico o controlador) y esta
limitado a nivel de granja. En este contexto, y coparte de un enfoque sistémico, los
objetivos de esta investigacion son: 1) Evaluarpasibles variaciones en los caracteres
morfoldgicos y el crecimiento corporal entre sexdentro y entre poblaciones. 2) Evaluar la
estructura genética poblacional, sus componentevadacion y el tamafo efectivo de
poblacion; éste ultimo como componente para promi@/eonservacion genética de cuatro
poblaciones d&. morelettimantenidas en la UMA Cacahuatal, con la finalidadgenerar

recomendaciones para su manejo y conservacion.

Este documento de tesis estd estructurado iniaméneor la introduccién general, el
planteamiento del problema por el que surge estasiigacion, los objetivos e hipétesis
planteadas. En el apartado de revision de liteaagarexpone el marco tedrico de referencia
gue se utilizé para el desarrollo tedrico-concdptigala presente tesis. En el Capitulo | se
aborda la evaluacion de la variabilidad morfol6gia crecimiento corporal de ejemplares de
la especie en estudio. Dicho capitulo esta dirigidiocipalmente a responder la pregunta: ¢ De
gué manera las condiciones del manejo en cautivestan contribuyendo a provocar

variacion en los caracteres morfolégicos y en @tianiento corporal en cuatro poblaciones de



C. moreletiide diferentes procedencias y nacimiento y que sgiemen bajo las mismas
condiciones de cautiverio?; en este mismo cap#ielargumenta sobre los factores genéticos
gue posiblemente estén moldeando los caracterdslawcos y se exponen los factores de
manejo en cautiverio que probablemente estan did&medo el crecimiento corporal de las
poblaciones. En el Capitulo Il se analiza la estinac genética poblacional, la variacion
genética a diferentes escalas jerarquicas de u@rigcse determina el tamafio efectivo de
poblacion de las cuatro poblaciones @emoreletiimantenidas en cautiverio en la UMA
Cacahuatal; esté capitulo se desarrolla a partila ddescripcion de la estructura genética
poblacional, ademas de la estimacién de variabiligienética dentro y entre las poblaciones
analizadas; como una propuesta de conservaciortigem@ara la especie, se determina el
tamafo efectivo de poblacion y se desarrolla coesfide su aplicacibn como un elemento
necesario para la cria de cocodrilos. Posteriormesa retoman los resultados obtenidos de
los dos capitulos y se genera la discusion gederaista tesis; discusion que esta formulada
en un sentido integral sobre las posibles relasiexéstentes entre los resultados encontrados.
Finalmente, se exponen las conclusiones y recorcemis que se desprendieron del

presente estudio.



1. Planteamiento del problema

De las 23 especies de cocodrilos que se distribajrededor del mundo, 13 se encuentran
dentro de alguna categoria de riesgo en la list@a de la Unidn Internacional para la
Conservacion de la Naturaleg@NC por sus siglas en ingles, 2006). Aln a pekailas
medidas y estrategias de conservaciorCdenoreletiien México, la problematica historica
reportada y recurrente, pone constantemente emories la especie, tales como la

fragmentacion y contaminacion de su habitat, stucapcaza y comercio ilegal.

1.1 Fragmentacion y contaminacion del habitat
De manera general, tanto p&amoreletij asi como para otras especies, la fragmentaciéon y
contaminacion del habitat causa desequilibrioséggobs, enfermedades y por consiguiente,

la muerte de individuos, manifestandose en la disoidn de sus poblaciones.

La fragmentacion del habitat es la principal cadsala disminucion poblacional de los
cocodrilianos (Instituto Nacional de Ecologia, 1p98nualmente, grandes extensiones de
areas como humedales y manglares, pantanos, c&négs estuarios y vegetacion riberefia
son transformadas para actividades antropocéntriesie cambio de uso de suelo para
vivienda, actividades agricolas y ganaderas, nuadifi alteran y eliminan lugares de
reproduccion deC. moreletii Ademas el habitat de la especie sufre alterasicmno
resultado del desarrollo urbano 6 de la creacidmnftaestructura industrial y de servicios
(Secretaria de Medio Ambiente, Recursos NaturalResga, 1997; Comision Nacional para el
Conocimiento y Uso de la Biodiversidad y Secretatea Medio Ambiente y Recursos

Naturales, 2009). Con este escenario, modificasfauctura del paisaje conlleva efectos sobre



eventos reproductivos, incremento en la mortaliddidhinacion de corredores biolégicos y
dindmica de dispersion y flujo genético entre poblaes (Forman, 1995; Bohonak y Jekins,

2003; Cedefo-Vazquez, 2008).

Gran parte de los desechos agricolas, industrjatiesnésticos se vierten y sedimentan en los
cuerpos de agua permaneciendo alli durante af@s,ogasiones interfieren de manera letal
con los ciclos bioldgicos de especies acuaticasejemplo, en los alrededores del habitat de
C. moreletii donde se realizan actividades como la agricultse, ha ocasionado la
contaminacion de acuiferos y aguas superficialega problematica se ve reflejada por el
aumento de las concentraciones y residuos de rmgtatmados y pesticidas agricolas, que han
sido detectados en huevos y tejido de especimen@srdoreletii(Pepperet al, 2004; Wuet

al., 2006; Loa-Loza, 2007; Rainwatral, 2007 a, b; Gonzéalez, 2008).

1.2 Captura, caza y comercio ilegal
La captura, caza y el comercio ilegal @emoreletiiesta relacionado principalmente con la
falta de opciones de desarrollo economico en laazdonde éste habita, desconocimiento del
marco legal vigente, escasa vigilancia y al increimen la demanda de pieles de cocodrilos
(Instituto Nacional de Ecologia, 1999). Por ejemjfdodemanda de la piel @& moreletiiha
aumentado debido a su reciente introduccion eneetao nacional e internacional, ya que

éste la considera de excelente calidad.

En ciertos casos, donde los habitatCdenoreletiise encuentran circundados de comunidades

rurales indigenas, en donde viven un gran numercadadores furtivos, existe una mayor



incidencia de practicas ilegales, y por consig@ienha gran cantidad de ejemplares adultos
gue estan siendo eliminados debido al valor deediep el mercado (Zamudgt al., 2005).

El cazar ilegalmente individuos adultos (mayoresldemetros de longitud) surte un efecto
devastador en las poblaciones, ya que su distGhud® edades se asemeja a una piramide; es
decir, una mayor proporcion de juveniles garantzastabilidad de la poblacion, pero no se
garantiza el desarrollo de la poblacién si solcapmvechan los adultos, ya que éstos se
presentan en menor proporcién y son los que cankib a la formacion de las nuevas

generaciones.

1.3 Problemética en los sistemas de producciommdeadeilos
La crianza de cocodrilos con fines comerciales ea practica relativamente nueva en
México. Dicha industria se basa en la cria de adlosd cuya finalidad principal es el
comercio de su piel y carne y recientemente la coalzacion de crdneos y aceite.
Generalmente, el principal problema en los sisteteagroduccion es el tiempo que se lleva

para la obtencion del producto (Hutton y Webb, 2007

El alimento es uno de los componentes basicos gdattasarrollo de los cocodrilos, ya que
este contribuye en un 70 % al desarrollo corpdtatton y Webb, 2007). El problema radica
en que no se han establecido los requerimientogionles para cocodrilos, en especifico
paraC. moreletij ya que no se han conducido estudios con es&dmbién se menciona que
mantener un grupo de ejemplares reproductivos presidtar oneroso, ya que se necesitan
extensiones significativas de terreno y costos desteuccion elevados, ademas de la

alimentacién, agua y manejo continuo. Por otro J|alcapareamiento en cautiverio puede



tardar varios afos en llevarse a cabo, debido adogortamientos etologicos de la especie.
Sin embargo, una solucidon para esto es el estabteto de grupos compatibles de

reproductores.

Normalmente, el crecimiento en cocodrilos tienecamportamiento exponencial y esto esta
relacionado con la temperatura del agua, aire ysitema de produccién, calidad y
frecuencia del alimento, densidad, entre otrosofast Si la curva de crecimiento no se
presenta de manera exponencial, puede ser unandiécique algo no esta funcionando de
manera adecuada. Las bajas tasas de crecimiensd, fastor principal que ha provocado

pérdidas en los sistemas de manejo de cocodrilagaiiy Webb, 1992).

En lo que respecta a la UMA Cacahuatal, se ha widerque existen problemas en el
desarrollo corporal deC. moreletij desde el nacimiento hasta su finalizacion. Dicha
probleméatica se refleja en diferencias en carastererfologicos, lo que conlleva a obtener
pieles de baja calidad debido a su distorsion epa#ion de escamas; ademas, algunos
ejemplares presentan tallas reducidas, por lo guaantenimiento es mas largo en tiempo,
representando un gasto mayor para la explotacidrariterior puede ser reflejo de factores
ambientales, de manejo 0 genéticos. Por estas eszdm presente investigacion tiene la
finalidad de generar informacion sobre la varidaidi morfolégica, el crecimiento corporal y

la variabilidad genética para un manejo adecuddagnservacion de la especie.



2. Objetivos

2.1 General
Evaluar la variacion morfoldgica, el crecimientopmral, la estructura, la variacion genética y
el tamafio efectivo de poblacion de cuatro poblasatel cocodrilo de pantanGrpcodylus
moreleti) de diferente procedencia y criados bajo cautivesn la UMA Cacahuatal,

Veracruz.

2.2 Especificos

» Estimar la variacién morfolégica entre sexos, degtentre poblaciones.

» Comparar las tasas de crecimiento corporal ent@sseentre poblaciones.

» Describir la estructura genética poblacional deplasaciones.

» Estimar la variacién genética entre las poblaciones

» Determinar el tamafio efectivo de poblacién de legro poblaciones.
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3. Hipotesis

3.1General
Las poblaciones d€rocodylus moreletinacidas en estado silvestre presentan diferencias
respecto a las poblaciones nacidas en cautivemiaglacion a su morfologia, crecimiento
corporal y estructura genética, ademas que el tamfttivo de poblacion (Nes diferente al

tamafio censal (N) de cada poblacion.

3.2 Particulares
* H1: Los caracteres morfoldgicos estimados en cabiapion variaran entre sexos y entre

las poblaciones dé. moreletii

» H2: Existe una tasa de crecimiento corporal difeisrentre poblaciones, pero la tasa de

crecimiento entre sexos es similar.

* H3: La estructura genética poblacional para caddapin presenta variabilidad a nivel

intrapoblacional.

» H4: El tamafio efectivo de poblacion de cada poblaes diferente su tamafio censal.

11



4. Revision de literatura

4.1 Manejo de la fauna silvestre
Segun la Ley General de Equilibrio Ecoldgico y Beotén al Ambiente, define a la fauna
silvestre como lbs animales terrestres que subsisten sujetos gofosesos de seleccion
natural, cuyas poblaciones habitan temporal o perememente en el territorio nacional y
gue se desarrollan liboremente, incluyendo sus pmblees menores que se encuentran bajo
control del hombre, asi como los animales doméstige por abandono se tornen salvajes y

por ello sean susceptibles de captura y apropidc{Bmario Oficial de la Federacién, 1988).

Por otro ladoThe Wildlife Societglefine el concepto de manejo de fauna silvestngocdla
ciencia y el arte de hacer que la tierra produzzaaosecha sostenida de animales silvestres
gue subsisten en vida libre para lograr objetivbeheficio social sin deteriorar el habitat en

gue se desarrollan”.

En algunas regiones neotropicales, la fauna sitvest ha utilizado para obtener beneficios
econdémicos por la venta de animales vivos, pietesichas, carne, grasa, entre otros
(Robinson y Redford, 1991). En México, el uso gpat de la fauna silvestre ha sido
fundamentalmente de subsistencia como complementta dlieta de la poblacién rural.
Actualmente, el gobierno federal a través de laedada de Medio Ambiente y Recursos
Naturales, plantea y promueve con fundamento ehela General de Vida Silvestre la
conservacion y el manejo sustentable de la vidaestile, donde el manejo de la fauna
silvestre ocupa un sitio determinante en el usprg\echamiento de las especies (Granados,

1985; Alvaradcet al, 1993; Viverost al, 1993).
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Una manera de regular los recursos silvestres malei® es a través de la estrategia nacional
para la vida silvestre: el Sistema de Unidades dedjb para la Conservacion de la Vida
Silvestre (SUMA) cuyo proposito es contribuir a gatibilizar y a reforzar mutuamente la
conservacion de la biodiversidad con las necesglade produccién y desarrollo
socioecondmico de México en el sector rural. El $Uiktegra bajo un concepto comun los
sitios como: criaderos extensivos e intensivos alend silvestre, zooldgicos, viveros y
jardines botanicos; actualmente son denominadodddes de Manejo para la Conservacion
de la Vida Silvestre (UMA) cuyo objetivo es prompesquemas alternativos de produccion
compatibles con el cuidado del ambiente, a traeésigsb racional, ordenado y planificado de
los recursos naturales renovables en ellas comgnitenando o revirtiendo los procesos de
deterioro ambiental e intentan crear oportunidadis aprovechamiento que sean
complementarias de otras actividades productivasrerionales (Instituto Nacional de

Ecologia, 2000).

4.2 Teoria de sistemas y enfoque de agroecosistemas
La Teoria General de Sistemas conceptualiza argenismos codmo sistemas abiertos, por
gue mantienen un flujo constante y permanente deriaa/ energia. En este orden de ideas,
el concepto imprime un pensamiento integral pararglisis como una totalidad. El sistema
organismo esta relacionado con otros sistemasiandsr y superiores que se encuentran
organizados de manera jerarquica (Von Bertalad®g1; 1991). En este sentido, el analizar
sistemas bioldgicos ha resultado complejo. Sin egahal enfoque de sistemas ha permitido
solucionar la complejidad de su analisis, ya qebalenfoque permite la unién de diferentes

campos del conocimiento (Checkland, 1981; Kast geRpwaig, 1981); es decir, el enfoque
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de sistemas abarca una amplia vision, a fin deizanalodos los aspectos, relaciones e
interacciones del sistema en cuestion (ChecklaB83)L En este contexto, los problemas
agricolas han requerido ser analizados de mantrgrah como un sistema complejo, razén
por la cual, el enfoque de sistemas ha sido unarmenta, la cual involucra los aspectos
econdmicos, biolégicos y de manejo que interackrael sistema agricola, conceptualizado
como agroecosistema. Actualmente, el enfoque tiensds ha sido fortalecido con diferentes
enfoques disciplinarios, aplicando las cienciasdagsy aplicadas a fendbmenos actuales desde
una perspectiva de sistemas, a fin de interpretasglver el comportamiento de los sistemas

(Ruiz-Rosado, 2006).

El desarrollo del enfoque de agroecosistemas sargiartir de investigaciones que integran
multiples factores que confluyen en un sistemacalgi (Gliessman, 1990). El término
agroecosistema esta compuesto por las palabrasyagoosistema, definidos como tierra
fuente de produccién y complejo natural constityido materia y energia fisica y quimica,
respectivamente. El enfoque de agroecosistemastilieado para su andlisis el enfoque
reduccionista y holistico; éste ultimo ha sido mienente utilizado para analizar lo complejo

de las interrelaciones dentro y entre agroecosagdRuiz-Rosado, 2006).

El enfoque de agroecosistemas esta sustentado @ndapcion de sistemas aplicado a la
agricultura, siendo la forma de observar a la dedlicomo un arreglo de componentes
relacionados dindmicamente. Los agroecosistemasisfimdos como sistemas ecoldgicos
modificados por el hombre, que abarcan plantasmaaes domesticados para la obtencién de

alimentos y otros satisfactores (Martinez-DavildPérez-Vazquez, 1999). Dentro de esta
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definiciobn, cabe hacer mencion que el manejo deida silvestre forma parte de los
agroecosistemas, de la cual se mantiene ciertb adevgostenibilidad del recurso (Camplell

al., 1995).

En base a los conceptos arriba expuestos en estadp y para fines de aplicacién teorico-
conceptual de esta tesis, se relaciona el condeptoanejo de fauna silvestre con el concepto
de agroecosistemas. Es decir, consideramos quMAaylos agroecosistemas parten de los
mismos principios, particularmente en la producaéstenida de animales manejadas por un
controlador para la obtencion de satisfactores. difemencia es que las UMA tienen un fin
primordial de conservacion de los recursos natsirglen este caso de la fauna silvestre, en

especifico d&. moreleti

4.3 Crocodylus moreletii
La especie objeto de estudio en la que se centpelente investigacion €rocodylus
moreletii(Dumeril y Dumeril, 1851; Figura 1). El nombre camde esta especie varia acorde
al lugar de su distribucion geogréfica, por lo quega México es reconocido con mayor
frecuencia comaocodrilo de pantanoen las comunidades de origen nahuatl es conocido
comoacuetzpaliny en las mayas conitzam can ainen Belice se le conoce coroocodrilo
decentro Américay Belize crocodileen Guatemala com®eten crocodilpaunque la especie
no se distribuye geograficamente en Estados UrddoAmérica, se le denomirMorelet’s
crocodile (Casas-Andreu y Guzman-Arrollo, 1970). Asi comachuos otros organismos son

considerados especies representativas en sus tregpeecosistemas (Kohn, 1989(,.
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moreletiies una especie emblemética para los ecosistenuasates de México (Alvarez del

Toro, 1974; Casas-Andreu, 1995).
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Figura 1. Crocodylus moreletien la UMA Cacahuatal. Los ejemplares expuestosnesta
categorizados como sub-adultos y adultos.

4.3.1 Aspectos reproductivos
Los aspectos relacionados con la reproduccién gquom@nuacion se mencionan consisten en
la talla a la madurez sexual, reproduccion-ovopdsianidacion y los parametros de

incubacion-eclosiéon de las crias del nido.

Tanto machos como hembras son semejantes extergarisndecir, no existe dimorfismo
sexual y maduran sexualmente después de los ciim® @& edad (Instituto Nacional de
Ecologia, 1999; Alvarez del Toro y Sigler, 2001 asLhembras d€. moreletii pueden

alcanzar la madurez sexual al tener una longittal @e 1.5 m (Platet al, 2008). Sin
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embargo, hay ejemplares cautivos que se han repdwdeon tallas de 1.35 m, lo que

equivaldria a una edad de 18 afos, segun el mddeWerediz (1999).

El Instituto Nacional de Ecologia (1999), reportdeda reproduccion inicia en febrero y
concluye en mayo; en esta época se manifiestandtistos de territorialidad entre machos y
el incremento de la actividad glandular, necesgpars el apareamiento, asegurando asi su
seleccion de reproduccién por las hembras y ewtandn sus enfrentamientos, la
reproduccién de organismos enfermos o débileselrporada de anidacion varia de acuerdo
a la region donde se distribuye geograficament® generalmente inicia en abril y concluye
en junio, antes de la temporada de lluvias. Depenidi del tamafio de la hembra, ésta puede
ovipositar entre 20 a 40 huevos con una puestaipoy y son depositados en un nido que
construye la hembra con vegetacion seca como Bommaramas. Las dimensiones del nido
generalmente son de 1.5 m de diametro por 0.9 prafando y éste puede localizarse desde
el borde mismo del agua hasta 20 m tierra adebtam los arboles y demas vegetacion

(Pérez-Higareda, 1980).

Durante el periodo de incubacion es posible quéndmbra cuide el nido celosamente
permaneciendo cerca de éste hasta el nacimien&s delas (Hunt, 1975; 1977). El tiempo de
incubacién depende de la temperatura y humedaterbperatura de incubacién oscila entre
28 a 32 °C y el nido puede presentar una humedativeepromedio del 90 %. La temperatura
interna del nido no permanece constante, y pueitlgrien el desarrollo embrionario y la

determinacion del sexo (Instituto Nacional de Egtdp 1999). En este sentido, la

determinacion del sexo de los neonatos esta endfune la temperatura de incubacion del
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huevo (Lang y Andrews, 1994). Segun Alvarez deloTyiSigler (2001), mencionan que la
incubacién de los huevos puede durar de 75 a &)ydias neonatos pueden presentar una

longitud total media de 230 mm.

4.3.2 Alimentacion y depredadores de la especigdanlibre
Se considera que los cocodrilos pueden consunperiiendo de su talla corporal, entre el 5
y 20 % de su peso vivo como alimento por semartit{ito Nacional de Ecologia, 1999).
Para la especie se han reportado diversos depredadlus cuales estan relacionados con su
clase de edad (Britton, 2002). El tipo y tamafidadepresas con que se alimenta en vida libre
esta en funcién de la talla del ejemplar (Pérezatdidaet al, 1989; Plattet al, 2002). Por
ejemplo, ejemplares neonatos se alimentan de ossemtudticos, terrestres y voladores,
pequefios crustaceos, caracoles, babosas y molys@wsipalmente (Alvarez del Toro y
Sigler, 2001). Los ejemplares juveniles y sub-adutte alimentan de peces, crustaceos, ranas
y otros anfibios, asi como de aves y pequefios reamsif Se ha encontrado que animales
adultos se alimentan de serpientes, tortugas y fearai mayores como el tapifgpirus
bairdii), vacas domeésticaBB¢s tauruy y borregos (Platet al, 2007). Navarro (2004),
menciona que eventualmente cualquier tipo de osgamique se acerque al agua puede ser

depredado; incluso seres humanos (Matial, 1995).

Britton (2002), menciona que los depredadores damtés de huevos de. moreletiison
mamiferos como el mapacHher¢cyon loto) y el coati Nasua naricg aves como la cigliefia
americanaNlycteria americang el jabirt (Jabiru mycteria y la garza azulArdea herodias

Por otro lado, aves de presa como el gavilan cami@aiteo magnirostrisy el halcén guaco
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(Herpetoteres cachinnapse alimentan de ejemplares neonatos (AlvareZrded y Sigler,
2001). La tortuga mordedor&ltelydra serpentinay la serpiente arroyeraDfymarchon
corais) cazan a juveniles de. moreletii La tayra Eira barbarg y el jaguar Panthera onca
depredan ejemplares mayores, y a nivel inter-epecC. acutus desplaza y/o mata

ejemplares mas pequefiosGlemoreletii(Navarro, 2004).

4.3.3 Descripcion morfolégica

Crocodylus moreletitiene la punta del hocico redondeado y relativdamenrto; presenta
entre 13 a 14 y 15 dientes maxilares y mandibularespectivamente. La sutura
interpremaxilar es mas corta que el ancho sumadimsipremaxilares; la sutura entre el
premaxilar y el maxilar se encuentra de maneravesal. Presentan una hilera de escamas
(entre 4 a 6) post-occipitales, dos pares de escanzales en tandem, la primera hilera con
cuatro y la segunda con dos, las escamas del tmemaradas de las nucales; las primeras
poseen osteodermos mas o menos regulares, arregadd® o 17 hileras transversales y de 4
a 6 longitudinales; las hileras laterales de laseexdades son lisas y aplanadas; poseen un
fleco escamoso distintivo sobre los margenes deoamphres de extremidades. Los adultos
presentan su dorso generalmente de color amasghdego pudiendo ser negro. Los juveniles
presentan pequeiios flecos amarillentos formandddsaoruzadas y la superficie ventral es

blanca amarillenta sin marcas (Instituto NacioreaEdologia, 1999; Navarro, 2004).

Actualmente, los adultos pocas veces alcanzanall@ade 3 m de longitud total (LT) y su

promedio varia entre 2 y 2.5 m. Sin embargo, exiseportes de craneos de cocodrilos que

corresponden a tallas de 3.5 m de LT (Alvarez debTy Sigler, 2001); la maxima talla
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reportada ha sido de 4.16 m (Pérez-Higaretlal, 1991), mientras que Merediz (1999)
sugiere una talla tedrica para la especie de 4.Blrtamafio al nacer es de 22 a 29 cm de
longitud total. La longevidad aun no se ha deteadhincon exactitud, pero existen registros
en el zooldgico de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas de labra capturada en estado adulto, la
cual ha vivido por mas de 25 afios en ese zoold@istituto Nacional de Ecologia, 1999).
Por otro lado, Stafford y Meyer (2000), reportare qgn cautiverio pueden presentar una
longevidad de 80 afios y en vida silvestre entrea565 afios. Esto se adjudica a la
competencia sexual que existe en vida silvestrgoscundividuos mas jévenes y fuertes

pueden matar a individuos adultos y débiles.

4.3.4. Distribucion geogréfica
En Centroameérica;. moreletiise distribuye en gran parte del territorio de &ir al norte de
Guatemala (Lee, 2000; Platt y Thorbjarnarson, 20B0)México, la especige distribuye a lo
largo de la costa del Golfo de México, desde etrognposiblemente al norte de Tamaulipas,
hasta los estados colindantes con el mar CaribeleEis, en los estados que conforman la
peninsula de Yucatan; su presencia ha sido repopad los estados de Campeche, Chiapas,
Oaxaca, Tabasco, Tamaulipas, San Luis Potosi, MemaQuintana Roo y Yucatan (Ross,
1998). Los ecosistemas en los que habita la espeni@arroyos, ciénegas, lagunas que estan
dentro de bosques y selvas, en rios de corrienta, lenanglares y muy raras veces en rios
caudalosos; no existen reportes de su presenciguers salobres. Es comun encontrarlo tanto
en aguas claras como turbias, en zonas con abendagétacion (Alvarez del Toro, 1974;

Remolina, 1990).
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En los habitats como la selva baja caducifoliaagpeninsula de Yucatan, se pueden encontrar
ejemplares aislados en pequefios cuerpos de agmm, le@unas o cenotes, a los cuales
acceden gracias a la capacidad que tienen parzaredésplazamientos moderados por tierra.
En dichos habitats, los cocodrilos excavan cueeagados metros de longitud, que contienen
una camara ligeramente ancha que funge como rdspiradichas cuevas son excavadas de
manera paralela a la superficie del terreno, yeside refugio en las horas de mayor radiacion

solar durante el dia (Navarro, 2004).

4.3.5 Distribucion geografica en el estado de \ferac
Segun Dominguez-Lazo (2006), para el estado deckerae tiene un reporte historico de 26
localidades donde se distribu@e moreletti Contrariamente, Powell (1971), informa que las
poblaciones d&C. morelettien Veracruz habrian sido exterminadas. Una ereuestizada
por Lazcano (1982), a pescadores y cazadoreszim#acentro del estado, reporta que avistan
poblaciones silvestres aisladas de la especieabel(L987), observo a diez ejemplare€£de
moreleti, ademas de un macho y una hembra jovenes en laaladggnPuente Chilapa,
municipio de Tezonapa, Veracruz. Posteriormenténly Dominguez (2003), confirman la
presencia de la especie en el mismo sitio localiaam nido que contuvo 35 huevos y un
conteo de 23 cocodrilos de distintas tallas. Eestacion de biologia tropical de Los Tuxtlas,
la Universidad Nacional Autonoma de México en 1%2reta la laguna Nixtamalapan,
ubicada en el municipio de San Andrés Tuxtla, ieraccomo area de proteccion, la cria y el
estudio deC. moreletti Por su parte, Casas-Andreu (1995), reporta csgws de la especie
en las cercanias de la laguna La Mancha y en Iotamaes de la desembocadura del rio

Acula y Papaloapan.
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Viveros y Rivera (2006), realizan un estudio ecmdgleC. moreletiien las cuencas de los
rios Actopan y La Antigua. Reportan como sitios am@ntes para la conservacion de la
especie, las areas como la laguneta y la laguna 8#ancha, el cafio Gallegos, drenes y
charcas de la cuenca del rio Actopan, el rio Paso Jsan y la laguneta del Colegio de
Postgraduados, Campus Veracruz, que pertenecercuetea del rio La Antigua; también
indican que los habitats donde existe la presetieita especie se encuentran severamente

alterados.

4.3.6 Estatus de conservacion
Desde el afio de 1934, el gobierno mexicano detdavéda para la captura de cocodrilos en
varios estados del pais, pero a partir de 197@geret6 la veda total y permanente para las
tres especies de cocodrilos que se distribuyené@ndd. Fue en ese mismo periodo cuando se
iniciaron los programas de conservacion y reprodaccy en el transcurso de los afios
ochentas, se estimuld el establecimiento de cwadetensivos con fines comerciales con la

finalidad de regular la explotacion del recursai{jlnto Nacional de Ecologia, 1999).

En 1968, laWorld Wildlife Fundbrindé un donativo al Instituto Mexicano de Reosrs
Naturales Renovables y al Instituto de Cienciasuiddéts de Chiapas para que en conjunto
realizaran investigaciones en poblacionesCdenoreletiie inicialmente se llevé acabo una
investigacion sobre la restauracion a escala coahete las poblaciones de cocodrilianos, se
realizaron experimentos sobre su reproduccion emivesio y se originaron los primeros

estudios sistematicos (Casas-Andreu y Guzman-Asrt§e0).
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ActualmenteC. moreletiise considera como especie rara y sujeta a proteespecial segun

la Norma Oficial Mexicana NOM-ECOL-059-SEMARNAT-2D0(Diario Oficial de la
Federacion, 1994, 2001). En un contexto internatjodesde el afio 2000, la Unién
Internacional para la Conservacion de la Natural@d&N, por sus siglas en ingles), la
cataloga en la lista roja, como una especie de teggo y dependiente de conservacion
(IUCN, 2006). También se encuentra en el Apéndide la Convencion sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Flora yaF&ilvestre (CITES), que incluye
especies que se encuentran en riesgo, cuyo conestdosometido a una reglamentacion
estricta y se autorizan solamente bajo circunsagnexcepcionales; actualmente, la autoridad
en México ha enviado a la Conferencia de las Partagpropuesta para transferir la poblacién
mexicana d&€. moreletiial Apéndice Il de la CITES (CITES, 2008). En Guaadn, el estatus
de la especie en el departamento del Peten enGalatese ve amenazada por la pérdida de
su hébitat, la caza ilegal y por la utilizacionrddes de pesca (Castafieda, 1997). En Belice, la
especie presenta una recuperacion sustancial, @edpusu proteccion legal desde 1981 (Platt

y Thorbjarnarson, 2000).

4.4 Variacion morfolégica
La variacion se define como la varianza en losataras medibles entre diferentes individuos
o grupo de individuos; la variacion morfolégica rediere a las diferencias fenotipicas, es
decir, a las diferencias en las mediciones solsredsgos de la conformacién corporal, dentro
y entre poblaciones de individuos de la misma é@speen cocodrilos, la variacion
morfoldgica esta relacionada con factores genétiaoesa de origen, nutricionales, edad y

estado de salud (Hall, 1989; Verdade, 1997; Miletal, 2001; Wuet al, 2006). En este
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sentido, se desprenden varias preguntas: ¢ Quérpipde la variacion morfoldgica se debe
al factor genético?, ¢Como varian las diferentemcteristicas morfolégicas y se
correlacionan en funcién del ambiente? y ¢Comoadaaeién morfoldégica se encuentra

distribuida por razones geograficas?

Para el estudio de la variacion morfolégica se imrqude la especificacion de ciertas
propiedades o caracteristicas biologicas y esteastSi se requiere saber cuanta variacion
existe, se debe considerar una medida de variagiéncuantifique cuan diferentes son los
individuos entre si, dentro y entre poblacionedadenisma especie. En cocodrilos se han
evaluado caracteres craneales y su relacién con oarracteres corporales y se han utilizado
técnicas estadisticas como analisis multivariades ltpn permitido dilucidar las diferencias

morfologicas (Monteiret al, 1997; Monteiro y Soares, 1997; P#tal., 2007).

Diversas investigaciones en reptiles han demosti@d® la variacion morfologica esta
asociada con la temperatura, la humedad, la disidh latitudinal, longitudinal y altitudinal;

de este modo, diferencias morfolégicas entre pabias pueden indicar diferenciacion
genética; mientras que diferencias morfologicagrdese poblaciones indican niveles locales
de variabilidad genética (Zobel y Van Buijtenen829Begoret al, 1990; Villegas, 2005). A
pesar de que existen varios trabajos que relacitmamriacion morfolégica en cocodrilos
(Verdade, 2000, 2003; Pifed al, 2007), a la fecha no existen estudios formalesexploren

la diferenciacion morfolégica d€. moreletii provenientes de distintas areas de origen;
informacién que puede ser utilizada para enteraleedpuesta adaptativa de la especie a las

diferentes condiciones ambientales y al manejcaetiverio.
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4.5 Crecimiento corporal

El crecimiento corporal es un importante atribugiofégico que se relaciona directamente
con la condicion fisica, edad, madurez sexual g deorigen (Stearns, 1992; Steaghsl.,
1991; Adolph y Porter, 1996). La tasa de crecindecrporal de organismos ectotermos
como los reptiles, puede verse afectada por digefactores ambientales tales como: el
alimento, la temperatura, la humedad y la comp@e@ndrews, 1982, Zufiga-Vegs al,
2005). El crecimiento corporal en reptiles es expoial y la tasa de crecimiento corporal
representa generalmente una medida de la veloddadambio en la longitud corporal

(Schoener y Schoener, 1978).

En el caso particular de cocodrilos bajo condicsode manejo, su patron de crecimiento
corporal puede verse afectado particularmente padidta, la temperatura y la densidad
poblacional (Joanen y McNease, 1981; Garnett y Myrt986; Pinheiret al, 1992; Pérez y
Rodriguez, 2005; Polettet al, 2008; Pérezt al, 2009). En este sentido, Blohm (1973),
menciona que los cocodrilos y caimanes pueden zdcama tasa de crecimiento corporal de
0.89 mm/dia (2.67 cm/mes) y Bolton (1994), genesatjue los cocodrilos presentan tasas de
crecimiento corporal de 4.6 cm/mes durante lospdimseros afios de vida. La evaluacion del
crecimiento corporal de cocodrilos es importantaldda perspectiva econémica del comercio
de pieles, y también como una estrategia de manepmservacion para estas especies (Pérez

y Escobedo-Galvan, 2007; Meraizal, 2008).

Existe informacion sobre el crecimiento corporalGemoreletiien vida silvestre (Instituto

Nacional de Ecologia, 1999) y en cautiverio (Cremiet al, 2005), pero aln no existe una
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evaluaciéon sobre las condiciones del cautiverio @osiblemente estén afectando el
crecimiento corporal de la especie, por lo quelt@smportante conocer el efecto de esta

condicién y en su caso determinar las condiciopéisnas para su desarrollo.

4.6 Estructura y variacion genética
La estructura genética se refiere a la composidéinADN, incluyendo el ADN nuclear,
ribosomal y mitocondrial, ademas de los genoma®tdas organulos de una especie 0
poblaciéon; mientras que la variabilidad genéticarefiere esencialmente a la diversidad
polimérfica de los caracteres determinados gemaBode de una especie, poblacién o entre
poblaciones; dicha variacién puede ser causadanptacion, recombinacion y/o alteraciones

en el cariotipo (Tamarin, 1996).

Tanto la estructura, como la variacion genéticaCencodylusse han podido identificar a
través de herramientas de biologia molecular, n@joocidas como marcadores moleculares,
por ejemplo, los minisatélites (repeticiones erdésn de numero variable; VNTR por sus
siglas en ingles) e@. palustris C. porosusy Caiman crocodilugLanget al, 1993), RAPD
(Randomly amplified polymorphic DNA) elrocodylus acutugPorraset al, 2008), y
microsatélites (secuencias cortas repetidas, SSRsym siglas en ingles) €. moreletii
(Dever y Densmore, 2001; Devet al, 2002). En particular, la técnica molecular de
microsatélites ha sido utilizada con mayor frecigergara realizar estudios genéticos en
especies comAlligator mississippiensié€Glennet al, 1998), erCrocodylus(FitzZSimmonset

al., 2001) y en especies @aimany Paleosuchus palpebrosii&ucolotoet al, 2006). Estos

microsatélites consisten en repeticiones de nudEsdStde ADN distribuidos por todo el
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genoma, presentando altas tasas de mutacion y edectigamente neutrales, por lo que
pueden ser utilizadas para estimar la variabiligadética de las poblaciones (Litt y Luty,
1989; Tautz, 1989; Tautz y Schlotterer, 1994). £stgiones al ser identificadas, se procede a
secuenciar las regiones proximales inicial y tealirpara el disefio de los primers
respectivos, uno de avance y otro de reversa, edomsentos permiten que las regiones
microsatélites puedan ser amplificadas por la iéacen cadena de la polimerasa (PCR por

sus siglas en ingles); (Tautz y Renz, 1984; Aetad., 1993; Strassmaret al, 1996).

Generalmente la variacién genética en poblacior€s. dnoreletiidistribuidas en Belice, esta
siendo influida por sub-division poblacional (DewerDensmore, 2001), por la distancia
geogréfica relacionada con la deriva genética (Petal, 2002) y por el tamafio efectivo de
la poblacién (McVayet al, 2008). En este contexto, explorar la estructuraariacion

genética de poblaciones d& moreletii distribuidas en México, resulta importante para

generar planes de conservacion genéfitgguy ex situ

4.7 Tamanfo efectivo de poblaciongN
El tamafio efectivo de poblacién es definido como factor que determina la tasa de
disminucion de la heterocigosis: el numero de betgotos en una poblacion disminuira a

una tasa de (1K), dondeN es el tamafio poblacional (Wright, 1930).

Una consecuencia significativa de la explotacionesiva de los recursos naturales es la

disminucion de las poblaciones, que trae cons@mérdida de la diversidad genética. Por

ejemplo, se ha observado que la recuperacion défimayde una poblacion, en este caso de
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C. niloticus presentd una reduccion en la variacion genéticaocasultado de un aparente
cuello de botella demogréfico (Bishepal, 2009). Algo similar puede estar sucediendo con
poblaciones d€. moreletij cuyos descensos poblacionales sucedieron entegitizs 1930 a
1970, afortunadamente, en la actualidad hay inslid® su recuperacion (Dominguez-Lazo,
2006). Sin embargo, no se ha realizado un andigioratorio del Nen C. moreletii La
mayoria de estudios genéticos realizados en lxiespatuyen que el Nes el principal factor
histérico que surte efectos en la pérdida de larditad genética de la especie (Dever y
Densmore, 2001; Devert al, 2002; Rayet al, 2004; McVayet al, 2008). En este sentido,
se ha demostrado que cuando el tamafio efectivooldiegidn se mantiene, la diversidad

genética y la heterosigocidad se reduce con el gasas generaciones (Bishepal, 2009).

Como se ha mencionado que el & uno de los factores causales de deriva genédica
determinacion de éste parametro en el presentdiests aplicado con la finalidad de conocer
las tasas incremento de endogamia por genera@bigala los resultados que permiten intuir
sobre los futuros problemas que trae consigo lagardia, asi como la importancia del

mismo en la conservacion genética de la espeaiecbajdiciones de cautiverio.
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CAPITULO |. VARIABILIDAD MORFOLOGICA Y CRECIMIENTO CORPORAL
DE CUATRO POBLACIONES DE Crocodylus moreletii BAJO CONDICIONES DE
CAUTIVERIO

Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar la varidbd morfolégica y el crecimiento corporal de
cuatro poblaciones del cocodrilo de pantaBoo¢odylus morelefiigue se encuentran en la
Unidad de Manejo para la Conservacion de la VidaeSire Cacahuatal ubicada en La
Antigua, Veracruz, México. Dos poblaciones cuyadiviluos nacieron en estado silvestre y
dos mas que nacieron en cautiverio. El tamafio maldstal fue 125 cocodrilos, a los que se
les midieron cinco caracteres morfologicos y seerm@haron las tasas de crecimiento
corporal (TC) en tres poblaciones estudiadas. iBsouin analisis multivariado de covarianza
para evaluar la variacion morfologica. Las TC sengararon entre sexos y poblaciones
mediante andlisis de covarianza. Las poblacioneseptaron similitud en sus cinco rasgos
morfologicos evaluados, al igual que entre sexas. TC fueron significativamente diferentes
(p< 0.01) entre poblaciones. Los individuos queeraa en vida libre crecieron (0.205 + 0.12
y 0.611 + 0.08 mm/dia) mas rapido que los nacigosagitiverio (0.075 = 0.05 mm/dia). Se
concluye que el cautiverio no parece afectar laresipn morfologica, pero si la tasa de
crecimiento corporal. Diferentes poblacionestdenoreletiipueden presentar un crecimiento

diferencial determinado por su procedencia de ra@dastado silvestre o cautiverio).

Palabras clave: morfologia, tasas de crecimientgocal, Unidad de Manejo para la

Conservacion de la Vida Silvestre, cocodrilo detpao.
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Abstract

The main goal of this study was to determine tHecefof captivity upon morphological
characteristics and body growth rates of the Mdéselzrocodile Crocodylus moreletji The
study was carried out in Cacahuatal Management fdniwildlife Conservation, located in
La Antigua, Veracruz, Mexico. Four populations wemmpared: two with organisms that
were born under wild conditions and the other twihwrganisms that were born in captivity.
Five morphological characteristics were measureadl laody growth rate was estimated for
125 individuals. Morphological variation was anagizthrough multivariate analysis of
covariance. Body growth was compared between seak anong populations through
covariance analysis. Morphology was similar amoogutations on five variables assessed
and between sex. Body growth was significantly edtdght among populations (p< 0.01),
however those individuals born under wild condisagrew (0.205 + 0.12 y 0.611 + 0.08
mm/day) faster than those born under captivity {8.&@ 0.05 mm/day). The results showed
that captivity does not seem to affect the morpgickl conformation o€. moreletij whereas

a significant effect on the body rate growth. Ibhdze concluded that different populations of
C. morelettican exhibit differential body growth patterns degieg on born conditions (wild

or under captivity).

Key words: body growth rate, Management Unit forldiifie Conservation, Morelet's

crocodile, morphology.
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1.1 Introduccion

A partir del descenso y la posible extincion lodal algunas poblaciones de especies de
cocodrilos, diezmadas por la caceria excesivarubesdn del habitat, el comercio ilegal de
pieles, entre otros factores (Casas-Andreu y GuzAméoyo, 1970; Medem, 1981; Alvarez
del Toro y Sigler, 2001). Por ello, se han propueadiversas estrategias para su manejo
enfocadas a la mejora de las condiciones del @idjval aprovechamiento sustentable de la
especie y a diversas acciones como la conservaciéecuperacion de sus poblaciones
(Messel, 1991; Pooley, 1991; Micucci y Waller, 19%borbjarnarsort al,, 2006). En el caso
particular del cocodrilo de pantan@Grpcodylus moreletjj sus poblaciones en la década de
los 70’s estuvieron en riesgo de desaparecer dgiidoipalmente a la caceria furtiva, al
comercio ilegal de pieles y carne y a la destrutdé su habitat (Casas-Andreu y Guzman-
Arroyo, 1970). Debido a la situacion critica qudrisuesta especie, varias Unidades de
Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestri®lfl) fueron establecidas en México, con
el fin de unificar esfuerzos para el aprovechamnienistentable de su pi€l moreletii(INE,
2000; SEMARNAT, 2000). Al parecer, los programasyejo deC. moreletiihan arrojado
resultados satisfactorios (Dominguez-Lazo, 2006ES], 2008). Sin embargo, existe un vacio
de informacion con respecto al impacto que tieasrcbndiciones del manejo en cautiverio y
al efecto que tiene la procedencia (nacidos enveaiict 0 en estado silvestre) sobre algunas

caracteristicas morfoldgicas, asi como del compoetato de su desarrollo.

En cocodrilos, la variacion en la morfologia y arvélocidad de crecimiento corporal dentro,

entre poblaciones y entre los sexos puede debeatgerancias genéticas, a los procesos que

ocurren durante la ontogenia o0 como respuestadidtistas presiones ambientales que sufren
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en sus localidades de origen, conocida como pidatidenotipica (Hall, 1989; Hall y Portier,
1994; Milneset al, 2001; Verdade, 2003; Pife al, 2007). Diversos trabajos en cocodrilos
han sugerido que la temperatura y el periodo debiacion, la condicion corporal, la edad, el
sexo y el area de origen son factores que detenmntambios morfoldgicos, sexuales y en el
patrén de crecimiento corporal (Allsteasttal, 1995; Milneset al, 2001; Pifaet al, 2003;
Pifia et al, 2007). Se ha reportado que el patron de crestmieorporal de cocodrilos
sometidos a diferentes sistemas de produccion psedafectado por las condiciones del
cautiverio, particularmente por los componentes yrécuencia de la alimentacién, por la
temperatura del agua, del aire y por la densidadapmnal (Coulsoret al, 1973; McNease y
Joanen, 1981; Garnett y Murray, 1986; Stabal, 1988; Lang, 1989; Pinheiet al, 1992;
Piedraet al, 1997; Pérez y Rodriguez, 2005; Polettaal, 2008). La evaluacion del
crecimiento corporal y de los cambios morfolégicars cocodrilos en cautiverio tiene
relevancia desde la perspectiva econdmica del admnde su piel y carne, y también para
obtener informacion clave que sirva como base gsti@blecer estrategias de manejo (Pérez y

Escobedo-Galvan, 2007).

Por lo tanto, esta investigacion surge de la sigaipregunta: ¢de qué manera las condiciones
del manejo en cautiverio influyen en los rasgosfahdgicos y sobre el crecimiento corporal
de las poblaciones d& morelett? La hipbtesis propuesta es que las poblaciondsroaadas

por individuos que nacieron en cautiverio, son wlogicamente diferentes a aquellas que
nacieron en condiciones silvestres. Ademas, seragiiservar diferencias en el patron de
crecimiento corporal entre las poblaciones nacefazondiciones de cautiverio y aquellas

cuya nacencia y desarrollo juvenil ocurrié en estsit/estre.
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1.2 Materiales y métodos

La presente investigacion se llevo a cabo en la UB&&ahuatal, ubicada en la localidad José
Ingenieros, perteneciente al Municipio de La AnsigWeracruz, México. Para conocer el

manejo de la especie en la UMA Cacahuatal, seéapii@ entrevista semi-estructurada a
través de un cuestionario (Apéndice 1) ademas deecsaciones informales con el técnico
responsable de la UMA, el encargado de las actiesladle manejo y los desarrolladores
(trabajadores) de las actividades de manejo (larrmdcion mas relevante obtenida de las
entrevistas, se utilizd para el desarrollo de lapitilos | y II; al final del Apéndice 1 se

expone de manera general el manejo de la especie).

En el presente estudio se evaluaron cuatro pollesideC. moreletij dos de ellasriginarias

de las localidades de Puente Chilapa, Municipid elzonapa y de Gutiérrez Zamora, ambas
del estado de Veracruz, cuyos ejemplares fuerotuicaos en poblaciones en estado silvestre
distribuidas en esas localidades y posteriormenigados a dicha UMA. Es decir, los
individuos nacieron en vida silvestre, pero fuecdados bajo condiciones de cautiverio en la
UMA Cacahuatal. Las restantes dos poblacionesjnarigs de los Municipios de Villa
Juéarez, Sinaloa y Puerto Vallarta, Jalisco, cuyem@ares nacieron en cautiverio en otras
UMA'’s ubicadas en esas regiones y fueron compradasantenidos bajo condiciones de

cautiverio por la UMA Cacahuatal.
La crianza de los cocodrilos -de las cuatro poblas- en la UMA Cacahuatal se realizé

durante un periodo de cinco afios (2003-2008) defgroasetas de 200’ mon temperatura

promedio de 30 °C. Todos los individuos se alimemaliariamente durante el primer afio y
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posteriormente cada tercer dia. La dieta desdei@biconsisti6 de una mezcla de higado
licuado de res (40 %), harina de hueso (10 %)nhate pescado (10 %), harina de soya (10
%), cebo de res (5 %), harina de ave (10 %) yvd#aminas y minerales (5 %). Al alcanzar
una talla mayor de 100 cm de longitud total (LTesde la punta del hocico a la punta de la
cola, se reubicaron en acuaterrarios de 10 m x @ nsuperficie a cielo abierto con una

densidad poblacional promedio de 0.8 cocodrilosngfor

De la poblaciéon total de cocodrilobl & 800), se tomaron 125 ejemplares aleatoriamente,
identificados y registrados por medio de una piaterdigital que incluia su namero clave
individual, localidad de origen y afio de nacimiemel total de cocodrilos seleccionados, 67
(53.6%) fueron hembras y 58 (46.4%) machos, ctasihs como sub-adultos (entre 101 y
150 cm de LT) y adultos (mayores a 151 cm de LB.distribucion de ejemplares por
poblacion fue de la manera siguiente: 30 (24%) uEnfe Chilapa (PC), de los cuales fueron
20 hembras sub-adultas y 10 machos sub-adulto@430) de Gutiérrez Zamora (GZ), de los
cuales fueron 16 hembras sub-adultas, 1 hembraaaduimachos sub-adultos y 4 machos
adultos; 30 (24%) de Villa Juarez (VJ), de estardn 4 hembras sub-adultas, 1 hembra
adulta y 25 machos sub-adultos; y 35 (28%) de Buedlarta (PV), de estos fueron 24
hembras sub-adultas, 1 hembra adulta y 10 machwadiutos. De cada individuo se registré
la fecha y LT al momento de su ingreso a la UMA casno una medida de LT para cada uno
de ellos durante el transcurso de esta investigatios cocodrilos fueron medidos por el
dorso vy, para evitar la irregularidad dorsal, skzatun bastén métrico (estilo vernier £ 0.1
cm). Registrandose las variables morfolégicas emsigmientes (ver detalles de mediciones en

Apéndice 2): longitud total (LT), medida desde la{a del hocico al final de la cola; longitud
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del fémur (LF), medida desde la hendidura de laipal extremo del fémur; alto de la cabeza
(ALC), tomada de la base de la cabeza a la bada dendibula anterior; y ancho de la
cabeza (ANC), distancia tomada entre las supesficiterales de los condilos mandibulares.
Ademas, ventralmente se midié la longitud hociaach (LHC), medida de la punta del

hocico al final de la cloaca; y finalmente se deiab el sexo por tacto cloacal.

Para analizar la variacion morfologica dentro yreds poblaciones estudiadas, se llevo a
cabo un analisis multivariado de covarianza (MANQGQV en el cual, los factores
explicativos fueron el sexo y la poblacion de amigge utilizé la LHC como covariable y las
variables de respuesta fueron las medidas morfdéglLT, LF, ALC y ANC. El objetivo de
este analisis fue conocer la existencia de difé@asrentre poblaciones y entre sexos, respecto
a las variables morfomeétricas de estos cocodlotes de llevar a cabo el analisis, todas las
variables fueron transformadas a logaritmo natyi@n ello se cumplié con los supuestos de
normalidad con una pruehade bondad de ajuste (LHE = 4.38 (P = 0.36); LTy’ = 1.66

(P = 0.80); LFy? = 7.98 (P = 0.33); ALCy%*s = 6.60 (P = 0.25); ANCy?% = 7.46 (P = 0.11),

y homogeneidad de varianzas con una prueba de édieiC: F1,7=1.66 (P = 0.13); LT:
Fr117= 0.94 (P = 0.48); LF: f17= 1.57 (P = 0.15); ALC: f117= 0.97 (P = 0.46); ANC:

Fr117=1.77 (P = 0.10).

Las tasas individuales de crecimiento corporal ghar se estimaron mediante la férmula
siguiente:TC= (LT — LTI)/Numero de dias; dondd:C = tasa de crecimiento corporal del
organismo en centimetros por dia (cm/dia), LTI mgltud total inicial que representa la

primera medida del animal cuando recién ingreso@MA, LT = longitud total medida en el
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transcurso de esta investigacion. Estas tasasedeniento corporal por individuo (TC) se
calcularon para un total de 76 cocodrilos, enpdaciones con 28 individuos (18 hembras y
10 machos), 19 ejemplares (11 hembras y 8 mach@$ gspecimenes (21 hembras y 8
machos) de las poblaciones PC, GZ y PV, respectmgan Para la poblacién VJ, no se
estimaron TC, debido a que no se contaba con regigirevios de LTI. Para efectos
comparativos con trabajos publicados sobre creoimieorporal en otras especies de

cocodrilos, las TC se reportan tanto en mm/dia gnetmes.

Para analizar la variacion en las TC se llevo a aab analisis de covarianza de dos vias
(ANCOVA), en el que los factores explicativos fuerel sexo y la poblacion de origen, la

covariable utilizada fue la LT promedio entre lass dnedidas involucradas y la variable
respuesta fue la TC en cm/dia. El objetivo de as#disis fue explorar las diferencias entre
poblaciones y sexos respecto al crecimiento corpdieaio. Debido a que las tasas de
crecimiento corporal de cocodrilos usualmente estafuncion de su talla, la que es resultado
del estadio ontogénico (Piedeaal, 1997; Cremiewet al, 2005; Pérez y Escobedo-Galvan,
2007; Pérezt al, 2009), se decidi6 incluir a la LT promedio conavariable. Cabe sefalar

gue el uso de la LT en lugar de la LHC se debidue para varios individuos no se tenia
registro inicial de su LHC, sino solamente de su Uha vez obtenido el resultado del

ANCOVA, se aplicoé una prueba de medias de Tukegs mhentificar relaciones apareadas de

poblaciones con TC diferentes.
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1.3 Resultados

En el Cuadro 1 se resumen los promedios de las #mcdables morfolégicas estimadas para
cada poblacién y sexo. En términos de LT, tantohmaacomo hembras de la poblacion de
Villa Juarez y Gutiérrez Zamora fueron los indivddumas grandes en talla respecto a los

ejemplares de las otras dos poblaciones (Cuadro 1).

Cuadro 1. Valores promedio por sexo (+ desviacgtarelar) de las medidas morfométricas
de cuatro poblaciones en cautiverio @emoreletii Las unidades de medicién de todas las
variables son centimetros. Entre paréntesis secandlos valores minimos y maximos

observados.

Caracteres morfol6gicos

Poblacion Sexo **LHC LT ANC ALC LF
*PC Hembras 54.6+8.01 110.3+1563 6.6+1.17 4.2+0.79 7.4+1.39
(39.0-66.7) (73.5-135) (4.0-8.8) (3.0-5.6) (4.2-10.5)
Machos 55.9+4.69 111.9+10.1 6.8+0.75 45 +0.96 7.8+1.46
(46.0-61.0) (89.5-122.5) (5.5-7.7) (3.2-6.1) (5.0-9.9)
Gz Hembras 64.0+7.44 126.9+1153 7.9+1.62 4.9+0.96 7.8+0.78
(53.2-77.0) (109.0-150.0)  (5.2-11.3) (3.4-6.5) (6.7-9.5)
Machos 68.5+9.90 136.2+19.29 9.0+2.21 5.6 +1.23 89+1.54
(53.0-81.0) (107.0-161.0)  (6.3-12.7) (4.1-8.0) (7.0-11.0)
PV Hembras 60.2+6.62 122.2+3.57 7.7+1.23 4.6 +1.06 8.3+1.23
(50.0-74.0) (102.0-150.5)  (4.5-10.0) (2.0-7.0) (6.5-11.0)
Machos 60.1+4.80 122.3+11.24 7.7+1.84 5.0+1.29 7.6 +153
(52.5-67.0) (108.8-136.0)  (5.0-10.5) (2.5-6.6) (4.5-9.5)
VJ Hembras 63.9 +8.97 1349+17.76 7.7+1.16 46+0.73 76+1.14
(53.5-73.0) (105.5-152.0)  (6.1-9.0) (3.5-5.3) (6.5-9.0)
Machos 68.8 +6.26 133.2+12.99 8.9+1.34 5.4 +0.85 8.6 +0.95
(57.0-80.0) (111.0-157.0)  (6.5-11.6) (4.1-7.2) (6.0-10.5)

*PC = Puente Chilapa, GZ = Gutiérrez Zamora, P\Werk Vallarta, VVJ = Villa Juéarez.

*LHC = longitud hocico-cloaca, LT = longitud totaRANC = ancho de cabeza, ALC = alto de cabeza yLF

longitud del fémur.
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De acuerdo con los resultados del MANCOVA, la LH@a un efecto significativo sobre

todas las variables morfologicas de intereglé Wilks = 0.154, P < 0.001), lo cual justifica la
inclusion de esta medida morfolégica como covagiaBh otras palabras, los individuos que
usualmente tuvieron una LT mayor, tuvieron cabemas anchas y altas y fémures mas
largos. En contraste, no hubo un efecto significapor poblacién de origen o por el sexo:
poblacion: A de Wilks = 0.903 (P = 0.465); sexa:de Wilks = 0.921 (P = 0.061), lo cual

indica que no se encontraron diferencias morfolimientre poblaciones ni entre sexos

después de corregir por los posibles efectos lie tal

Por otro lado, el MANCOVA permitio detectar un dfesignificativo de la interaccion entre
poblaciones y el sexa de Wilks = 0.823 (P = 0.033) sobre la morfologista interaccion se

deriva exclusivamente del hecho de que las henderadslla Juarez, Sinaloa, tuvieron una LT
mayor (ajustada por la LHC) en comparacion conindsvziduos de las otras poblaciones vy,
particularmente, en comparacion con los machosadenima poblacion (Figura 2). En
ninguna de las otras tres medidas morfolégicas ALEE; o ANC) se observé un patrén de

este tipo.
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Figura 2. Efecto de la interaccion entre poblacgopsexo sobre la longitud total (LT) @e
moreletii Se muestran las medias ajustadas por la covardabgitud hocico-cloaca que se
derivaron del MANCOVA. Las barras denotan intergadle confianza (95%) que indica que
no existen diferencias significativas entre las ladbnes; solo se detectd diferencias
significativas (P < 0.033) entre sexos de la pabtade Villa Juarez. PC = Puente Chilapa,
GZ = Gutiérrez Zamora, PV = Puerto Vallarta, VJi#talJuarez.

Las poblaciones presentaron diferentes tasas demieaeto corporal. Se observdé una
tendencia homogénea respecto al patrén del cretimnieorporal entre los sexos de la
poblacion de Puente Chilapa. En contraste, los asachecieron relativamente mas rapido

gue las hembras de la poblacién de Puerto VaNastzcedio lo contrario con la poblacion de

Gutiérrez Zamora (Figura 3; Cuadro 2).
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Figura 3. Tasas de crecimiento promedio (en cm@dapachos y hembras por poblacion. PC
= Puente Chilapa; PV = Puerto Vallarta; GZ = Gué&iZamora.

En el Cuadro 2 se muestran los valores promedaulealos de las TC para cada poblacion y
sexo en tres diferentes unidades de medida. Lami&hfue presentada tanto por los machos
y las hembras de la poblacion de Puerto Vallattsymayores por los machos y hembras de
Gutiérrez Zamora (Cuadro 2).

Cuadro 2. Tasa de crecimiento corporal promedio£Td@sviacion estandar) para hembras y
machos de tres poblaciones en cautiveri€dmoreletii Las TC se reportan en tres unidades

diferentes (mm/dia, cm/dia y cm/mes) para efeabosparativos con el crecimiento de otras
especies.

Poblacion Sexo TC (mm/dia) TC (cm/dia) TC (cm/mes)
PC Hembras 0.205 +0.12 0.0205 +0.012 0.615+0.36
Machos 0.216 £0.11 0.0216 £ 0.011 0.648 +£0.33
GZ Hembras 0.611 £ 0.08 0.0611 +0.008 1.83+£0.24
Machos 0.598 +0.08 0.0598 + 0.008 1.79+0.24
PV Hembras 0.075 £ 0.05 0.0075 + 0.005 0.225+0.15

Machos 0.082 +0.03 0.0082 +0.003 0.246 £ 0.09
PC = Puente Chilapa, GZ = Gutiérrez Zamora, PV erféwallarta.
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El ANCOVA revel6 que la LT de los organismos tiemeefecto significativo sobre las tasas
de crecimiento corporal: ;o = 215.42 (P < 0.001). También se detectaron ditéas

significativas entre poblaciones respecto a lasHGs = 119.42 (P < 0.001). De acuerdo con
la prueba de medias de Tukey, aplicada a las tobtagiones estudiadas, éstas fueron
estadisticamente diferentes entre si (p < 0.01)pdialacion de GZ exhibié las tasas de
crecimiento mas altas, mientras que la poblaciofPddas mas bajas (Figura 4). No hubo
diferencias significativas entre sexosg;z¢&= 0.007 (P = 0.93) ni efecto significativo entre
sexos Yy poblaciones:zfp = 0.1 (P = 0.91), tal como se observa en la Figurdo que

evidencia que ambos sexos crecen a la misma tas@dmiento dentro de las poblaciones y
de manera distinta entre poblaciones. Se obseredogumachos y hembras de la poblacion

GZ tuvieron las tasas de crecimiento mas altasnontasa la poblacion de PV (Figura 4).
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Figura 4. Tasas promedio de crecimiento corporaldia) ajustadas por el efecto de la talla a
partir del ANCOVA. Se muestran datos por poblaciompor sexo. Las barras denotan
intervalos de confianza (95%) que indican que erisliferencias significativas respecto a su
patrén de crecimiento corporal entre poblaciond&s.PPuente Chilapa, GZ = Gutiérrez
Zamora, PV = Puerto Vallarta.
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1.4 Discusion

La primera hipotesis de trabajo establecia quetesxidiferencias morfolégicas entre las
poblaciones que nacieron en cautiverio respects ajlie nacieron en estado silvestre. Los
resultados del analisis morfolégico indican questxiun alto grado de similitud en las
caracteristicas morfologicas entre las poblaciamedizadas. Es posible que esta similitud sea
reflejo de la baja diferenciacion ontogénica queracen los cocodrilos sub-adultos y adultos
(todos los individuos estudiados fueron sub-aduitaslultos), ya que es durante estas etapas
gue se presenta el maximo desarrollo de sus cezaateorfolégicos y por consiguiente es
dificil detectar algin grado de diferenciacion (Mworo et al, 1997; Verdade, 2000). Hall y
Portier (1994) reportan una tendencia parecid@€recodylus novaeguinegdurante la etapa
de desarrollo de cria a juvenil, observandose pidoacambio en la forma del craneo,
mientras que la variacion de los caracteres maicdé evaluados no se detecta durante la
etapa de desarrollo de juvenil a adulto. Monteiogres (1997) argumentan que la variacion
de ciertos caracteres craneales @aman scleropsC. lastirostris y C. yacare estan
relacionados significativamente con los procesasg@micos y que dicha variacion se observa
a principios de la ontogenia, en contraste cortdpaeadulta, en la que no es posible detectar

variacion alguna.

Por otra parte, la falta de diferenciacién en lagmcteres morfolégicos evaluados entre las
poblaciones puede deberse a la compensacién qaeeoél cautiverio. Usualmente, las
UMA’s en las que se crian cocodrilos tienen lasmmas, 0 al menos muy similares
condiciones de manejo (temperatura del sistema rddupcion, temperatura ambiental,

humedad y alimento). Esto muestra la plasticidamtfpica de la especie a las diferentes

54



condiciones durante el cautiverio al que fueron etatas (Milneset al, 2001; Pifieaet al,

2003).

Los ejemplares evaluados @e moreletij todos ellos sub-adultos y adultos, no presentaron
dimorfismo sexual. Este resultado concuerda coqui reportan Alvarez del Toro y Sigler
(2001), quienes sostienen que no existe dimorfisexwal aparente en la etapa adulta&Cde
moreletii La Unica diferencia morfolégica detectada fuelarT de las hembras de la
poblacion originaria de VJ, que fue mayor que ldakemachos de esa misma localidad y
también mayor en comparacioén con los dos sexoaglettas poblaciones estudiadas. Este
mayor tamafo corporal puede reflejar el resultaglardbuen cuidado en cautiverio durante la

etapa juvenil en la UMA en la que nacieron.

Los resultados sugieren que las condiciones devedot parecen no estar afectando las
caracteristicas morfologicas @e moreletij al menos durante las etapas tardias de desarrollo
Sin embargo, resulta necesaria la evaluacion de caésteres morfoldgicos en diferentes

etapas de desarrollo, e inclusive incrementameaie de la muestra.

En lo que respecta al patrén de crecimiento colplaraomparacioén de las estimaciones de
crecimiento deC. moreletiicon otras TC reportadas en otros trabajos pass especies de
cocodrilos enfatizan interesantes patrones de aidriaLas TC calculadas en este estudio
variaron entre 0.075 y 0.611 mm/dia (Cuadro 2)grdo menores a las que repdBiahm
(1973) de 0.89 mm/dia para cocodrilos y caimaneBni&mo, las estimaciones son menores a

las reportadas par@. intermediusen cautiverio por Ramirez-Perilla (1991) y por Réye
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Rodriguez (2005), quienes documentan TC de 1.24&& &im/dia, respectivamente. Estas
diferencias pueden deberse tanto a efectos fildigesécomo a diferentes condiciones del
manejo en cautiverio al que estan sometidos, @eso el tipo y frecuencia de alimento

suministrado y la temperatura ambiental. Bajo ékimo escenario, es muy factible que las
condiciones en las que se mantier@. anoreletiien la UMA Cacahuatal no sean las 6ptimas

y entonces seria necesaria una reestructuracism plan de manejo.

Por otro lado, también existe la posibilidad de ¢ TC -relativamente bajas- que se
obtuvieron en este estudio se deban a que solansentmidieron ejemplares en estado
avanzado de desarrollo, mientras que los repodestrds trabajos incluyen a individuos de
diversas clases de talla o edades (Rodriguez, F88raet al, 1997; Pérez, 2000; Cupul-
Magafiaet al, 2004; Pérez y Escobedo-Galvan, 2007). En cdosdel crecimiento es mayor
durante la etapa inicial de la ontogenia y dismencgnforme los individuos envejecen (Hall y
Portier, 1994Magnusson y Sanaiotti, 199Bgrez y Escobedo-Galvan, 2007). Segun Bolton
(1994), los cocodrilos de diversas especies exhgmepromedio TC de 4.6 cm/mes durante
los dos primeros afios de vida. Los resultados tagos aqui muestran ser mucho menores,
donde la TC promedio mas alta fue de 1.83 cm/messQuadro 2). Estas diferencias pueden
ser un simple efecto de la etapa de desarrolloaecoubl se midié6 a los cocodrilos que

correspondié a sub-adultos y adultos.

En un contexto intraespecifico de variacién enretimiento corporal, se encontré que la

Secretaria de Medio Ambiente y Recursos NaturakedMéxico (2000), reporta qu€.

moreletii en vida silvestre exhibe una TC promedio de ehtbey 2.5 cm/mes. Cremiewst
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al., (2005) reportan par&. moreletiien cautiverio TC de entre 1.4 y 2.4 cm/mes. Las
estimaciones encontradas para esta misma especi@eswres a las que se documentan en
los trabajos citados, siendo de entre 0.225 y tr88nes (ver Cuadro 2). Esto evidencia
nuevamente que probablemente algun aspecto deljondeeestos cocodrilos en la UMA
Cacahuatal esté afectando de manera negativa acidag de crecimiento. Con la finalidad
de mejorar las condiciones del cautiverio@emoreletiien instituciones como las UMA's,
resulta importante identificar de qué manera laptmatura, la alimentacion, la densidad
poblacional, la humedad y otros factores a los spre sometidos impactan la velocidad de
crecimiento de estos cocodrilos (Pérez-Higaredaal, 1989; Piedraet al, 1997;
Huchzermeyer, 2003; Cremieust al, 2005; Plattet al, 2006). Esto ultimo se hace
indispensable si el proposito es llevar a cabaxfdogacion comercial de la especie, para lo
cual resulta muy importante obtener un crecimien&yor para que los animales alcancen las

tallas comerciales.

Entre las tres poblaciones se encontraron difegsnsignificativas respecto al patron de
crecimiento corporal. De acuerdo con la segundatégis planteada se esperaba encontrar
qgue las poblaciones cuyos individuos nacieron endicmnes naturales (PC y GZ2)
presentaran tasas de crecimiento mayores en cocigrareon la poblacion que nacié en
cautiverio (PV). La hipétesis de que las condiciorde manejo no tienen un efecto
significativo en los ejemplares que nacieron era\gidvestre no se rechaza parcialmente, ya
gue las TC d€. moreletiide PC y GZ resultaron ser mas altas que las de&sP\Vembargo,
entre PC y GZ se detectaron diferencias signifiaatiP < 0.01), indicando cierto efecto de

las condiciones de manejo. Los individuos de GZieren mucho mas rapido, lo cual se
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muestra en la Figura 4. Esto podria explicarseddehi diferencias genéticas entre estas
Ultimas dos poblaciones o a que en etapas tempdeEndssarrollo experimentaron distintas
condiciones de alimentacion, densidad y/o tempexatentre otras (Pinheiret al, 1992;

Piedraet al, 1997; Pérez y Rodriguez, 2005; Poladtaal, 2008). Sin embargo, en este

estudio no se tiene informacién para aceptar cazshestas aseveraciones.
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1.5 Conclusiones

Con base en los resultados encontrados en la peesealuacion se concluye: que las
condiciones de cautiverio no parecen estar afectasignificativamente los caracteres
morfoldgicos evaluados en las poblacionesCdemoreletii Sin embargo, existen algunos

factores de manejo que estan influyendo el crecitmieorporal de esta especie.

Trabajos futuros deben explorar el efecto que ti@neantidad y calidad de alimento, la
densidad poblacional, la temperatura, la edad gs&ldo reproductivo sobre este importante
atributo de historia de vida, durante un tiempo araglio. Esta informacién es fundamental
desde el punto de vista de la produccion, debidgue los factores que determinan el
crecimiento deC. moreletiideben ser optimizados para aprovechar al maxinespacie en
condiciones de cautiverio, lo que conllevaria adgencion de organismos mas grandes, y a su
vez mas productivos en términos de su piel, cargaya. En resumen, lograr cocodrilos mas
grandes en menor tiempo repercutiria en un mayweflogo econdémico a la UMA a través de

la disminucion de los gastos y tiempos de produnccié

Consideramos qu€. moreletiise adapta a las condiciones del cautiverio; dstnales un
efecto positivo para la recuperacién poblacional laleespecie en los habitats de su
distribucién, principalmente en aquellas areas d@alextinguieron las poblaciones, a través

un programa de reintroduccién de los individuosmielleo de la UMA Cacahuatal.
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CAPITULO Il.  ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL, VARIA CION
GENETICA Y TAMANO EFECTIVO DE POBLACION DE CUATRO
POBLACIOI\JES DE Crocodylus moreletii DEL TROPICO MEXICANO MEDIANTE
MICROSATELITES

Resumen

Se evalud la estructura poblacional, variacion tiemé tamafio efectivo de poblaciéng e
cuatro poblaciones derocodylus moreletien cautiverio. A partir de una muestra hematica de
40 cocodrilos, se aislo y purificd el ADN para aifiglhr nueve regiones de microsatélites con
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). lomkigtos de la amplificacion de la PCR
se visualizaron en geles de acrilamida tefiidosritato de plata. A partir del andlisis del
tamafio de alelos presentes por poblacion, se estinlas indices de estructura genética
poblacional, la variacién genética mediante argtisi varianza molecular (AMOVA), y ekN

a partir del total de ejemplares reproductivostdbhafio de alelos vario entre y dentro de
poblaciones, presentando polimorfismo en las resgianicrosatélites. El total de haplotipos
fue de 147 y la media del total de alelos de 1+ 2.91); la heterocigosidad total de las
poblaciones varié entre 0.986 y 1.000 presentaniéeredciacion genética por loci. El
AMOVA detectdé mayor variacion dentro que entre polidnes. Dos poblaciones presentan
un limitado N y como consecuencia, presentan riesgo de endog&miaoncluye que.

moreletiidebe ser conservada a nivel de su estructura gaimésiituy ex situ

Palabras clave: Variabilidad genética, Unidad dendjta para la Conservacion de la Vida

Silvestre, Cocodrilo de pantano, PCR, AMOVA, Enduoga
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Abstract

The genetic population structure, genetic variatimil effective population size {Nwere
analyzed of four populations @rocodylus moreletiraised captivity. By obtaining hematic
sample of 40 crocodiles, the DNA was isolated andfipd to amplify nine microsatellite
regions with the Polymerase Chain Reaction. Theliiogtion products of the PCR were
visualized in acrylamide gels dyed with silver ai&. From the analysis of the allels for each
population, it was estimated the population genstiacture indexes, the genetic variation
with an analysis of molecular variance (AMOVA), aide N. from all reproductive
individuals. The size of allels varied within andetWween populations presenting
polymorphism in the microsatellites regions. Thaltof haplotypes was 147 and the average
of allels was 17.5 (+ 2.91). Total heterozigosigried between 0.986 and 1.000, presenting
genetic differentiation for loci; the AMOVA detedtanore variation within than between
populations. Two populations presented a limitedahd as consequence, they present risk of
inbreeding. It can be concluded that the geneticcgire ofC. moreletiimust be preservad

situ andex-situ

Key word: Genetic variability, Unit of Managemerit the Wild Life, Morelet’s crocodile,

PCR, AMOVA, Inbreeding.
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2.1 Introduccién

Entre los afios de 1940 a 1970, algunas poblacisihesstres del cocodrilo de pantano
(Crocodylus moreletji distribuidas en Belice, Guatemala y México (Rok898), fueron
sometidas a diversas practicas ilegales como lericacle ejemplares adultos para la
comercializacion de su piel y captura de crias pargenta como mascotas. Aunado a esto, la
destruccion de su habitat ha conllevado al decream@@mografico de esta especie (Casas-
Andreu y Guzman-Arroyo, 1970; Abercrombé al, 1980; Casas-Andreu, 1995; Sigler,
1995; Ross, 1998; Alvarez del Toro y Sigler, 2004hte tal situacion, autoridades del
gobierno federal mexicano e instancias dedicadascanservacion de especies, declararon
veda total permanente d& moreletii Ademas fue clasificada y categorizada como especi
rara; con datos insuficientes para establecer ®iuesde conservacion; con bajo riesgo de
extincion; bajo proteccion especial y sujeta a eoreion (Diario Oficial de la Federacion,
1994, 2001; Instituto Nacional de Ecologia, 1998s&35-Andreu, 2000; Unién Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza, 1994, 200@)ue logro, al parecer, los objetivos de
la veda y de su conservacion. En el territorio mwexd existen mas de 10 000 individuos
maduros en estado silvestre (Dominguez-Laso, 2@38). ha permitido sugerir el cambio de
C. moreletiidel Apéndice | al Apéndice Il por parte de la Camwién sobre el Comercio

Internacional de Especies Amenazadas de Faunay Filwestre (CITES, 2008).

Las poblaciones silvestres @& moreletiihabitan zonas pantanosas, lagunas, manglares y
riberas de rios (Abercrombé al, 1980; Casas-Andreu, 1995; Sigler, 1995; AlvatelzToro
y Sigler, 2001). Actualmente en el tropico mexicada@hos hébitats naturales han sido

transformados para vivienda, ganaderia, agricyltwlasarrollo urbano y turistico,
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infraestructura industrial y de servicios (Comisiaicional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad y Secretaria de Medio Ambiente y Reas Naturales, 2009). Este cambio en
el uso del suelo puede generar efectos negativestas sobre la dinamica poblacional y la
diversidad genética de la especie (Dever y Densn2®@1; Deveret al, 2002; Rayet al,

2004; McVayet al, 2008).

Recientemente ha resultado necesario explorar ttacaga genética de poblaciones de
cocodrilos para su conservacion a nivel genétider(®@ 2002; Forstner y Forstner, 2002). En
este contexto, se han explorado diversos paramejsgeticos utilizando diferentes
marcadores moleculares como microsatéliteAlegator mississipiensigDaviset al, 2000);
genes codificantes de proteinasCmiloticus(Flint et al, 2000);AFLP enA. sinensigYang

et al, 2006);RAPD enA. sinensigWu et al, 2002), enCaiman latirostris(Amavetet al.,
2007) y enC. acutus(Porraset al, 2008); asi como la amplificacion de secuencmdad
region mitocondrial (cyb) en Osteolaemus tetraspis tetrasgiRay et al, 2000) y enC.
rhombifher (Weaver et al, 2008). En el caso de los marcadores moleculeoeso los
microsatélites, que son secuencias cortas repetida8DN (Tautz, 1989) a lo largo del
genoma de organismos eucariontes (Litt y Lutty,91 88rassmangt al, 1996), se han usado
para detectar variacion en el genoma de anfibiepiles mediante el disefio gamersque
permiten la amplificacion de las regiones micrdgat (Avise, 1994; 2004). Para los
Crocodylia ya se han identificado algunas regianasosatélites y se han disefigalimers
gue han permitido determinar diversos parametrosesteuctura genética y variabilidad

genética de especies comthgators mississipiensi@Glennet al, 1998),Caiman lastrirostis
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(Zucolotoet al, 2002),Paleosuchus palpebrosuSaiman yacarg/ C. cocodrile§Zucolotoet

al., 2006) y en algunas especiesGtecodylugFitzZSimmonset al, 2001).

La aplicacién del andlisis de microsatélites eneeigs deCrocodylus ha revelado que
algunas poblaciones cautivas d& rhombifer C. siamensisy C. porosus presentan
hibridacion entre si (FitzSimmoret al, 2002). EnC. moreletiiy C. acutusse ha reportado
hibridacion de ambas especies en su habitat sivéRodriguezt al, 2008); ademas, las
regiones de microsatélites @e moreletiipresentan bajos niveles de diversidad de nucledtido
comparado con otras especies del mismo génerogiRdy 2004). Dever y Densmore (2001)
y Deveret al. (2002), reportan que algunas poblacione€ demoreletiidistribuidas en Belice
presentan variabilidad genética a nivel intrapdblea. Por otro lado, McVagt al, (2008),
evidenciaron paternidad multiple €h moreletij las citadas investigaciones €n moreletii
han inferido que la diversidad genética en esasapioimes puede estar siendo influida por
subdivisién poblacional, por los procesos de migrade éstos cocodrilos y se intuye que por
un bajo tamafio efectivo de poblacién)n las poblaciones, éste como consecuencia de su
alta presion de explotacion. Ek Msta relacionado de manera inversa con el incrientsn
endogamia y con la pérdida de diversidad genéfidamas, mantiene una relacion directa
con la posibilidad de adaptacion al ambiente (Sydghesser, 1994; Falconer y MacKay,

1996; Duche\et al, 2006).

No obstante, las investigaciones sobre estructwarigicion genética de algunas poblaciones

de C. moreletij existe todavia falta de informacion sobre laslgmbnes distribuidas en

México que permita generar programas para su manefmservacionn situy ex situ En
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base a lo anterior, la presente investigacion efambs siguientes objetivos: a) estimar los
indices de la estructura genética de las cuatréagiolbes deC. moreletiimantenidas en
cautiverio en la Unidad de Manejo para la Consédvace la Vida Silvestre (UMA)
Cacahuatal, b) evaluar su variacién genética gutbdaciones y, c) determinar el la tasa

de incremento de endogamia de cada poblacion.

2.2 Materiales y métodos

Material biol6gica En el presente estudio se analizaron cuatro paliasideC. moreletii
dos poblaciones cuyos ejemplares fueron capturadl@sl habitat silvestre en las localidades
de Puente Chilapa, municipio de Tezonapa, Veradfézjco y Gutiérrez Zamora, Veracruz,
México y las dos poblaciones restantes nacieraceativerio en otras UMA’s establecidas en
las localidades de Puerto Vallarta, Jalisco, yaVillarez, Sinaloa, México. Dichos ejemplares
se encuentran en condiciones de cautiverio cors fifee explotacion y conservacion en la
UMA Cacahuatal, localizada en el poblado José lieges, municipio de La Antigua,

Veracruz, México (latitud 19° 22", longitud 96° 32altitud de 20 msnm).

Del total de la poblacionNE125), se capturaron aleatoriamente 10 individudsltas
(longitud total mayor a 150 cm) de cada poblaciar4Q); se identifico el lugar de
procedencia a través de una placa interdigitalcaaa en el pliegue interdigital de la pata
derecha. Posteriormente, a cada ejemplar se lgj@xton equipo Vacutainer® conteniendo
EDTA como anticoagulante de 1 a 3 ml de sangr&adena caudal que se encuentra a la
altura de la tercera vertebra cervical (ver detalle extraccion sanguinea en el Apéndice 2;

Daviset al, 2001; Davist al, 2002; McVayet al, 2008). Cada muestra de sangre contenida
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en el vial Vacutainer® se marcé con las inicialekldgar de procedencia del ejemplar, la
fecha y nimero de individuo y se mantuvieron atengperatura de -20 °C hasta su posterior

analisis.

Aislamiento y purificacion de ADN.a fase de laboratorio se realizé en el Laboi@tde
Sistematica Molecular del Instituto de Ecologia, . (INECOL) ubicado en la ciudad de
Xalapa, Veracruz, México. El aislamiento y purifian de ADN de 18 muestras de sangre se
realiz6 mediante el kit Dneasy® (QIAGEN) de la nransiguiente: a 0.3 ml de sangre
contenidos en un vial Eppendorf®, se le agrego L@ proteinasa K. Posteriormente se
prosiguié segun las especificaciones del manualadbeicante (detalles del procedimiento de
extraccion en el Apéndice 3). El aislamiento y ficacion del ADN de las restantes 22
muestras se realiz6 empleando el método propuestdspnzéalez y Vovides (2002), con
ciertas modificaciones como sigue: se afiadié 0.8lensangre en un vial Eppendorf® y se
agreg6 750 pL de buffer de extraccion al 2% [(pGETAB, 100 mM Tris, pH 8.0, 20 mM
Na-EDTA, 14 mM NaCl)], se agit6 (30 s) cada 10 miseyincubo a 65 °C durante 1.5 h. El
mayor volumen posible del buffer de extraccion fuensferido a un vial estéril de
Eppendorf® al que se agregé 500 pL de clorofornsofall isoamilico (24:1; v/v). La
emulsion se mantuvo en agitacion durante 5 minuiagente se centrifugd durante 10 min
a 13000 rpm y la fase acuosa se transfirio a unawial Eppendorf®, al cual se afiadié 50
uL de acetato de sodio (3 M, pH 6.0) y 1 ml de @tatsoluto manteniéndolo en agitaciéon
durante 5 min y se dejo precipitar a -20 °C durakeh. Posteriormente se colect6 el
precipitado mediante una centrifugacion a 13000 durante 10 min, el sobrenadante se

decant6 y el precipitado se lavé con 300 uL deottah 70 % frio (entre 10 y 12 °C);
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nuevamente se centrifugd a 13000 rpm durante 5 slirsobrenadante se decantd y el
precipitado se sec6 en un evaporador rotatoriontieimmin. EI ADN se disolvio en 30 uL de
TE (10 mM Tris-HCI pH 7.5-8.0, 1 Mm de EDTA). Serifieo el aislamiento y concentracion
del ADN (5 pL) en geles de agarosa al 0.8 % [1.8egagarosa disueltos en 150 ml de TBE
1X (0.089 M Tris-base, 0.089 M acido borico, 20 rERITA disueltos en 1 L de ¢#@)] mas

7 1L de bromuro de etidio (10mg/ml).

La purificacién de éstas ultimas muestras de ADNlesg a cabo mediante columnas que
contuvieron 500 puL de sephadex (5.0 gr de sephdideeltos en 200 ml de d8 estéril),
centrifugadas por 1 min a 3000 rpm; posteriormeatagrego la muestra de ADN en el centro
de la columna con sephadex y se centrifugd durdnte 4 min a 3000 y 5000 rpm,
respectivamente. Se concentrd el producto en upoeador rotatorio durante 5 min y se
verificd la concentraciéon de ADN (5 pL) en gelesagrosa al 0.8 % mas 7 puL de bromuro

de etidio.

Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (P.(ER) el presente estudio se utilizaron nueve pares
de primers (sintetizados por Invitrogen Custom Brajhpara la amplificacion de las regiones
microsatélites en el ADN de todos los ejemplaress Iprimers fueron disefiados por
FitzSimmonset al, (2001) y han sido utilizados por Dever y Densn@001) y Deveet al,
(2002) en otras poblaciones @emoreletii La amplificacion se llevo a cabo mediante la PCR
por cada par de primers y cada una se realizé emlumen final de 20 uL que contuvo: 2.0
pL de Buffer 10X, 1.6 pL de 15uM Mg£10.8 pL de 10 uM dNTPs, 0.4 pL daq |

polimerasa(5 u/pL), 1.0 pL 10mM de cadaimers, entre 10 a 15 ng de ADN (3 ng/uL) y
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dH,O estéril requerida para aforar al volumen finah PCR fue programada en un
termociclador (Labnet International Inc.) con lagugentes parametros: desnaturalizacion
preliminar a 94 °C durante 3 min, desnaturalizag®4 °C por 30 ciclos de 15 s cada uno, se
utilizé la temperatura de alineacién especificar @ever y Densmore, 2001) del par de
primers probado durante 30 s, seguida de una édtefinal a 72 °C durante 7 min. Los
productos de PCR (5 uL) fueron visualizados ensggéeagarosa al 0.8 % para corroborar su

amplificacién antes de realizar la electroforesigel de acrilamida.

Electroforesis en gel de acrilamid&l proceso de electroforesis de los productoB@R se
llevo a cabo en geles de acrilamida al 6 % preparde la manera siguiente: primeramente y
sobre una charola de seguridad, se colocaron ltdesmde 20 cm x 20 cm para los geles (un
par de placas de vidrio limpios con etanol absolata cara interna de uno de los vidrios se le
adhirié sigmacote® para evitar la adhesion del. g&) usaron separadores de 1.5 mm entre
las placas de vidrio para formar el gel fijandatos clips metalicos. Después de vaciar el gel
se coloco un peine que sirvio como molde de pa2ada gel de acrilamida se preparé como
sigue: a 12 ml del stock de acrilamida al 40 %mezcldé 38 gr de acrilamida, 2 gr de Bis-
acrilamida y 1 gr de resina desionizante (ambgrita100 ml de dbO y posteriormente se
filtro; se le afiadié 27 ml de dB, 40 g de urea y 1 g amberlita mantenido en agiac
constante hasta disolver, seguidamente se filttésgasificé con bomba de vacio. Al filtrado
se le agregd 8 ml de TBE 10X (0.89 M Tris-Base 90\ acido bérico, 20 mM EDTA
disueltos en 1 L de di® y se filtrd) y se aforé con @B a un volumen de 80 ml, los cuales
fueron vertidos a una piceta y adicionalmente s#&lio 400 uL de Persulfato de Amonio al

10 % (APS; 0.1 g de APS en 1.0 ml de, @)y 45 uL de TEMED para catalizar la
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polimerizacion mezclandolo suavemente. La mezclaesgd en el molde para los geles, se
instal6 el peine en la parte superior de las plgcss dejo polimerizar 30 min. Los geles se
colocaron en una camara vertical para electrofrBisermo Scientific Owl P10DS Dual Gel
System que contenia buffer TBE 1X y se corrierdnd 1680 V, 60 mA y 80 W. Antes de
cargar las muestras amplificadas se desnaturalizaronin a 92 °C; inmediatamente se
colocaron en hielo y a cada una se le agreg6é 8 quL'Stbp solutioh Las muestras se
vertieron en los pozos del gel por poblacion y prinal término de las 10 muestras de cada
poblacion, se puso un ladder de 100 pb (Promegajod los geles con las muestras y el
ladder se corrieron a 1680 V, 60 mA y 80 W durahte Una vez transcurrido el tiempo de
electroforesis, se prosiguio a retirar y sepamaplacas de la camara electroforética para tefir

los geles.

Visualizacion y registro de alelo€l proceso de tincién de los geles adheridos eata
interna de la placa de vidrio se llevo a cabo sdg(propuesto por Benbouzt al, (2006),
como sigue: inmersion del gel en 300 ml de solufijddora fria [10 % de alcohol absoluto,
0.5 % de &cido acético entre 10 y 12 °C (100 mhldehol absoluto mas 0.5 ml de acido
acético diluidos en 1 L de dB)] por 5 min. El gel se sumergié en un segundipiette con
300 ml de la solucion 0.15 % AgNQ@L.5 gr AgNQ diluido en 1 L de dkD) mas 1.5 ml y
600 pL adicionales de formaldehido al 37 % durahtain. El gel se transfirié a un tercer
recipiente y se lavo con @8 entre 10 y 15 s; finalmente se revelé en un ouadipiente con
300 ml de solucién de NaOH al 1.5 % (1.5 gr de Naidiido en 1 L de dkD), 2.0 ml y 600
pL adicionales de formaldehido al 37 % entre 3rai® 6 hasta visualizar los alelos, en ese

momento se detuvo el proceso sumergiendo el géh enisma solucion fijadora fria del
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primer recipiente por 2 min. De todos los gele®stivieron imagenes (Figura 5) con una

camara Kodak Digital Science® para su posteriotisiady los geles se deshidrataron para
futuras consultas.

OISl i

Figura 5. Imagen de los geles que contienen ldgsatpie estuvieron presentes por poblacion.
El circulo rojo indica el marcador de peso moleguém azul se encierra los alelos y en
amarillo agrupa los 10 ejemplares de una sola pairiaDe izquierda a derecha, inician los
ejemplares de Sinaloa, Puente Chilapa, Puerto N@aNaGutiérrez Zamora, respectivamente.
El primer utilizado en esta imagen es Cj35.

A partir de las imagenes de los geles se hizo essaftware 1D Image Analysis Software
(version 3.0) para calcular el tamafio (en parebates; pb) de todos los alelos por loci

presentes en los geles, tomando como referencian@ifio de los fragmentos del ladder
(Figura 6).

i

Figura 6. Imagen del célculo del tamafio (en paedakes) de los alelos presentes por
poblacion. El software detecta y marca en azualeks con mayor intensidad de oscuridad y
en color verde se indica el marcador de peso mialecan el que se calcula el peso molecular
de cada alelo. Los pesos moleculares son obteeasia matriz en el software Excel. La
linea rosa indica el margen del gel pimer utilizado en esta imagen es Cj35

&

Andlisis de la estructura genética poblacional yiaeion genética Con el software Excel

(version 2007 para Windows) se generé una matridates de los tamafios de los alelos
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presentes por poblacion y se estimé el tamafio migimmaximo de los alelos presentes por
loci por poblacién. Posteriormente, mediante el glemento MICROSAT se transformo la
matriz de datos para ser analizada con el softistat (version 2.9.3.2 para Windows), con el
cual se estimaron los indices de estructura gen@tiblacional de las cuatro poblaciones
como: numero de loci polimorficos (considerando edati polimérfico cuando la frecuencia
del alelo mas comun no excede de 0.95) y porcedmjmci polimorficos. Acorde con el
equilibrio de Hardy-Weinberg, se determind hetagosidad observada (Ho), esperada (He) y
esperada de la poblacién total (Ht) por loci padas las poblaciones (Nei, 1973; 1978).
Adicionalmente, se obtuvieron los parametros derelifciacion genética absoluta entre las
sub-poblaciones de la poblacién total (Dst), eldadle diferenciacién genética por loci (Gst)
y el estadistico analogo Gal estadistico 5 de Wright (1965), que mide el grado de
desviacion promedio subpoblacional respecto arl=uéncias genotipicas en equilibrio de
Hardy-Weinberg. Posteriormente se obtuvieron |dadésticosF para los nueve loci de las
cuatro poblacioned-¢statistics; Weir y Cockerham, 1984), los cualddreselacionados con
el parentesco (Queller y Goodnight, 1989) y la gadaia (corregidos por Pamilo, 1984,
1985): Fir (coeficiente de endogamia de un individuo con retspa la poblacion totalFsrt
(coeficiente de endogamia de una sub-poblacidonrespecto a la poblacién total) Bys
(coeficiente de endogamia de un individuo en rélach su sub-poblacién), que fueron
estimados a un intervalo de confianza del 95 % dilyi1965); para conocer la solidez de los

resultados de los estadistidgsse aplicaron las pruebas de Jackknife y Boofsimngp

A la misma matriz de datos se le cambiaron los coims con el complemento MICROSAT

para ser analizada con en el software Arlequins{®er3.0 para Windows; Excoffiet al.,
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2005). Con este programa se estimaron los indieesstiuctura genética poblacional como:
diversidad haplotipica por poblacién, diversidaglbgipica total, nUmero de alelos por loci y
la diversidad genética de las cuatro poblacionag Bstimar la distribucion de la variaciéon
genética dentro y entre poblaciones y grupos seéaph Andlisis de Varianza Molecular

(AMOVA; Excoffier et al,, 1992; Weir, 1996), estimado con una significarestadistica de

1000 permutaciones aleatorias; el AMOVA se aplidba grupos: grupo 1: Sinaloa y Puerto
Vallarta agrupadas por haber nacido en cautivergrupo 2: Puente Chilapa y Gutiérrez
Zamora agrupadas por haber nacido en estado sfyekt variacion genética se evalu6 entre

grupos, entre las poblaciones dentro de gruposityalde poblaciones.

Tamarfo efectivo de la poblacion y tasa de incremeatg endogamiaCon informacion
obtenida sobre el nimero total (tamafio censal;e\jaeinbras y machos reproductivos) @e
cada una de las cuatro poblaciones, se determim@ para cada poblacion utilizando la

siguiente formula propuesta por Oldenbroek (1998):

IR T )

Ne Nm Nk
Donde: N es el tamafio efectivo de poblacion, M N, es el niumero total de machos y
hembras reproductivos [sexados previamente meditat® cloacal y se consideraron
ejemplares sexualmente maduros a aquellos quentieme longitud total (desde la punta del
hocico al final de la cola) mayor a 150 cm; PHkitttal, 2008] en la poblacién total. Para
conocer si las poblaciones de cocodrilos analizadas presente estudio presentan riesgo de

endogamia, se determind la tasa de incrementadelei de endogamia por generacidr)
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propuesto por Eding y Laval (1998), el cual fuecokdo en funcion del Numero de
ejemplares reproductivos (\para poblaciones con igual nimero de machos ytaesny en
funcion del N, para una poblacién con desigual nimero de maghmsnbras, mediante la

siguientes funciones:

ARy =y Y AR =1/on,

s



2.3 Resultados

Estructura genética poblacionalLos nueve loci utilizados resultaron ser polireas P <
0.05) y el porcentaje de polimorfismo fue del 10@é&fa las cuatro poblaciones. En el Cuadro
3 se muestra el tamafio minimo y maximo de los @letesentes por loci en cada poblacién,
la diversidad genética y el total de haplotiposgmbslacion; en dicho cuadro se observa que el
valor minimo y maximo de alelos es de 76 pb (lo¢g85¢ y 1045 pb (loci Cj109),

respectivamente; la diversidad haplotipica totalda 145 (+ 1).

Cuadro 3. Tamafio (en pares de bases) minimo y m&témos alelos obtenidos por loci por
poblacion. Se presenta la diversidad genéticadsyidcion estandar, frecuencia haplotipica y
la diversidad haplotipica.

Loci Poblacion

VJ* PC Gz PV
Cjl6 140-261 141-245 142-328 142-238
Cj18 79-333 81-489 147-515 87-314
Cj20 158-406 137-520 113-470 281-702
Cj35 104-256 115-278 208-325 76-165
Cj109 565-668 143-786 142-767 261-1045
Cj119 106-246 180-376 106-226 124-224
Cj127 370-508 368-829 368-749 377-1002
Cj128 221-474 237-506 235-521 222-467
Cj131 97-429 173-469 209-481 194-442

Diversidad genética 1.0000+0.0065 1.0000+0.0056 1.0000+0.0065 1.0000+0.0075
Frecuencia haplotipica 0.0278 0.0250 0.0278 0.0303

Total de haplotipos 36 40 36 33

*VVJ= Villa Juarez, Sinaloa; PC= Puente Chilapa, adenz; GZ=Gutiérrez Zamora, Veracruz; PV= Puerto
Vallarta, Jalisco.
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En el Cuadro 4 se presenta el nUmero de alelokgpioy los estadisticos basicos descriptivos
(media y desviacion estandar) para cada loci dedaso poblaciones. Se encontré que existe
variacion en el numero de alelos que presentd pabkcion en cada loci. La poblacién de

Gutiérrez Zamora presentd un mayor namero promddi@lelos respecto a las otras tres
poblaciones. Los loci Cj18 y Cj20 fueron los quegentaron un mayor namero total de alelos

respecto a los demas loci.

Cuadro 4. Numero de alelos por loci por poblaciépy (Media y desviacion estandar (t) y

total de alelos de las cuatro poblaciones en aestudi

Loci/poblacion VJ* PC GZ PV
A A A A Media * Total de alelos

Cjl6 5 5 7 6 5.7 0.95 18
Cj18 7 7 5 5 6.0 1.15 21
Cj20 6 6 7 5 6.0 0.81 20
Cj35 5 5 4 3 4.2 0.95 14
Cj109 3 6 6 5 5.0 141 17
Cj119 6 6 5 5 55 0.57 18
Cj127 4 4 4 3 3.7 0.50 11
Cj128 6 6 4 6 55 1.00 19
Cj131 5 5 5 5 5.0 0.00 17
Media 5.2 5.5 5.2 4.7 5.1 0.31 17.2
+ 1.13 0.83 1.13 1.03 1.32 0.14 2.89

*VVJ=Villa Juérez, Sinaloa; PC= Puente Chilapa, ¢ara; GZ= Gutiérrez Zamora, Veracruz; PV= Puerto
Vallarta, Jalisco.
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En el Cuadro 5 se exponen los resultados de ladegdesidad observada (Ho), esperada
(He), esperada de la poblacién total (Ht), el pataonde diferenciacion genética absoluta
entre las subpoblaciones de la poblacién total)([@$tindice de diferenciacién genética por
loci (Gst) y el estadistico analogo €z El grado de desviacién promedio sub-poblacional
(Gis) indicé valores positivos en todos los loci sigr@fivamente diferentes de cer@ $

0.001; Cuadro 5).

Cuadro 5. Heterocigosidad observada (Ho), espgitddpy esperada de la poblacion total
(Ht); Dst corresponde a la diferenciacion genétibaoluta entre las subpoblaciones de la
poblacion total; Gst corresponde al indice de difelacion genética relativa entre las
subpoblaciones respecto a la diversidad genéticaneiada en la poblacion total;sGs el
estadistico analogo al estadistigode Wright.

Loci Ho He Ht Dst Gst sG

cj16 -0.000 1.000 0.988 -0.012 -0.012 1.000
cj18 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 1.000
cj20 -0.000 1.000 0.996 -0.004 -0.004 1.000
cj35 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 1.000
cj109 -0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 1.000
cj119 -0.000 1.000 0.995 -0.005 -0.005 1.000
cj127 0.000 1.000 0.986 -0.014 -0.014 1.000
cj128 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 1.000
cj131 0.000 1.000 1.000 0.000 0.000 1.000
Media -0.000 1.000 0.996 -0.004 -0.004 1.000

Variacién genética de las poblaciondsos resultados del AMOVA indican que no existe
variacion genética entre grupos ni entre las paoh@s dentro de los grupos; sin embargo,

detecté mayor variacion genética dentro de lasgoitries. Lo anterior se corrobora por el
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mayor porcentaje de variacion presentado (101.1Hénjro de las subpoblaciones (Cuadro

6).

Cuadro 6. Resultados del Andlisis de Varianza Mo&c(AMOVA) entre dos grupos. Se
presentan los grados de libertad, la suma de al@sirdos componentes de varianza y el
porcentaje de variacion entre grupos, entre ladapmimes dentro de grupos y dentro de

poblaciones.

Fuentes de variacién

Grados Suma de Componentes dePorcentaje de

de libertad cuadrados varianza variacion
Entre grupos 1 0.577 -0.00051 -0.05
Entre las sub-poblaciones dentr@ 1.229 -0.01039 -1.06
de grupos
Dentro de sub-poblaciones 141 139.636 0.99032 1101.
Total 144 141.441 0.98497

En el Cuadro 7 se presentan los estadisticgslos valores de las pruebas de Jackknife y

Bostraps; en ambas pruebas, solo los valores @ealisscoFsrfueron significativos, asi como

el valor de endogamia y del parentesco.

Cuadro 7. Resultados de las estimaciones de ladistod y sus relaciones de variacion.

Componentes de variacion

Fis Fst Frr Parentesco Endogamia A b C
1.000 -0.006 1.000 -0.006 -9.990 -0.057 9.000 ®.00
*Jackknifing 1.000 -0.006 1.000 -0.006 Media
0.000 0.003 0.000 0.003 Error estandar
**Bootstrapping 1.000 -0.013 1.000 -0.013 Media
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1.000 -0.001 1.000 -0.000 Error estandar

*Prueba entre los loci; ** Prueba entre los loailctlados a un intervalo de confianza del 95 %.
a = entre poblaciones; b = entre individuos dedértas poblaciones; ¢ = dentro de individuos.

Tamario efectivo de poblacion y tasa de incremeatendiogamiaEn el Cuadro 8 se indica la
estructura de sexos en las poblacioneseld\Nas cuatro poblaciones y la tasa de incremento
de endogamia por generacion. Se observa que € Nmitado en las poblaciones de Puente
Chilapa y Puerto Vallarta, ademas que gkbl diferente al tamafio censal)(Nhdicando que

no presenta caracteristicas de una poblacion seéggin los principios del equilibrio de Hardy-
Weinberg. Las tasas de incremento de endogant €n la poblacion de Puente Chilapa
determinada con ambas funciones indican AiRanayor al 1 % por generacion. No obstante,
para la poblacion de Puerto Vallarta, solo la fancdeterminada con el Nndica una

aproximacion a una tasa de incremento de endod@rdid) al 1 % (Cuadro 8).

Cuadro 8. Estructura de sexos por poblacion, Nuntetal de cocodrilos reproductivos,
Tamario efectivo de poblacién y Tasa de cambio epeficiente de endogamia.

Poblacion Nm Nh Nr Ne AFNe AFne

Gutiérrez Zamora, Ver.167 333 500 4449 0.10 0.11

Puente Chilapa, Ver. 17 24 41 39.8 122 1.26
Puerto Vallarta, Jal. 15 189 204 55,6 0.25 0.90
Villa Juéarez, Sin. 134266 400 356.44 0.13 0.14

Abreviaciones: Nm = Numero de machos, Nh = Numeeohdmbras, Nr = Numero total de cocodrilos
reproductores, N= Tamafio efectivo de poblaciénfFy= Cambio en coeficiente de endogamia por generacion
en funcién del Numero de reproductor&Bj. = Cambio en coeficiente de endogamia por generagidncion

del tamafio efectivo de poblacion.
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2.4 Discusion

Estructura genética poblaciona¥a se ha discutido la utilidad de los microstaslipara el
analisis de la estructura genética poblacional naggn genética elC. moreletii(Dever y
Densmore, 2001; Devet al, 2002; Rayet al, 2004; McVayet al., 2008). En este sentido, en
la presente evaluacion se corrobora tal aseveraaifmjue se enfatiza en gengoamers
especificos para esta especie, a fin de explosaicemponentes de variacion a una escala

filogenética y evolutiva.

La diversidad haplotipica por poblacién fue vargabihtre las poblaciones siendo mayor en las
poblaciones nacidas en estado silvestre (Puentap@hy Gutiérrez Zamora) respecto a las
nacidas en cautiverio (Villa Juarez y Puerto Védlar ElI polimorfismo en las regiones

microsatélites amplificadas en la presente invastiy, surge de la variacion de la posicion
de las regiones microsatélites (Schlotterer y Tali®82). Los resultados sobre el tamafio
minimo-maximo de los alelos presentes por sub-pabiaesultaron ser diferentes por loci y

entre las sub-poblaciones analizadas. Dichas di&s pueden estar siendo influidas por
mutaciones, inserciones o deleciones en las seasede las regiones microsatélites en el
genoma de estos ejemplares o a eventos de recandinirtesigual durante la replicacion del

ADN como se ha propuesto anteriormente (Zetn&l, 2002). Nuestras estimaciones respecto
al tamafio minimo-maximo de los alelos asi comaigiaro de alelos, difieren de lo reportado
por Dever y Densmore (2001) y Dewet al, (2002), esto como resultado de la variacion
genética que presentan las poblaciones o probabtenper la técnica de visualizacion de

alelos utilizada entre ambos estudios, que en esttedio se utilizd la mas sensible para

detectarlos (Benbuoz al, 2006).
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La similitud de la diversidad genética presentatteeelas poblaciones sugiere un equilibrio
genético en las poblaciones analizadas, debiddlpasénte a un apareamiento aleatorio entre
los ejemplares reproductivos en cada sub-pobla@i@ver et al, 2002). Respecto a los
resultados obtenidos de diversidad genética, sentndcque son diferentes a los reportados
por Deveret al, (2002), que pueden estar siendo influidos pmal@acion genética o por el
aislamiento geogréfico entre tales poblacionesjju@ generalmente esta relacionado con la
diversidad genética como sucede en algunos coosdilerdadeet al, 2002; Villelaet al,

2008), aseveracion que debe ser probada en esi@eesp estudios posteriores.

El valor de la Ho media fue menor a la He medidicendo un déficit de heterocigotos. Esto
puede ser resultado de las desviaciones del eguitib Hardy-Weinberg que posiblemente es
causado por los efectos de deriva génica que expetaron estas poblaciones, tales como los
escasos procesos migratorios que disminuyen eb fignético (Deveret al, 2002) o
posiblemente, a los cruzamientos entre organismpaeentados durante el mantenimiento en
cautiverio, tal y como sucede en algunas poblasicaativas d€rocodylus(FitzSimmonset

al., 2002) y en poblaciones silvestres @emoreletiien Belice (MacVayet al., 2008). Lo
anterior debe ser considerado para los planesidigoduccion deC. moreletiia su habitat
natural, ademas que sugiere futuros problemasl@aveplotacion comercial de la especie. En
el presente estudio la Ht media es de 0.99 y saeetra muy por encima respecto a lo
estimado por Dever y Densmore (2001) y Deateal, (2002) paraC. moreletii(H = 0.49 en
ambos estudios), quienes mencionan que es unatigteidad superior comparada con lo
gue reporté Lawsoat al., (1989) par&rocodylus niloticugH = 0.011) a partir de un analisis

de isoenzimas. En este sentido, las estimacioressemiadas aqui manifiestan un indice de
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heterocigosidad superior comparadas a nivel indbtgezional e inter-especifico, esto debido a
las diferentes mutaciones en las regiones micrieatéen el ADN que cada poblacion y
especie ha experimentado, respectivamente. Losedle diferenciacion genética (Dst y
Gst), asi como el estadisticqs@emuestran que la diferenciacion detectada ertotises
explicada por las variaciones entre individuos ente cada sub-poblaciéon. La limitada
proporcion de variacion detectada entre las sultapmines respecto a su diversidad genética,
puede ser resultado de las relaciones existentess les parametros Ht, Dst y Gst, debido a

gue producen un aumento en la diversidad absolgkatyva de las poblaciones analizadas.

Variacién genética de las poblaciondd AMOVA detectd que la mayor variacion genética
se encuentra dentro de las poblaciones (101.1Hé&tgrminada por las diferencias entre los
haplotipos presentes en los ejemplares analiza€osodde cada poblacién. Por otro lado,
hubo ausencia de variacidén genética entre grupd9%-%) y entre las sub-poblaciones dentro
de grupos (- 1.06 %), justificada a partir de lasod de los componentes de varianza que
resultaron ser negativos (ver Cuadro 4), lo queifstg que la distribucién del parametro no
se encuentra en el espacio muestral total, esbasm a los efectos aleatorios con que fueron
calculados. La informacion anterior es similar adportado por Dever y Densmore (2001), lo
cual, tiene relacién con la escasa estructuracEmética de las poblaciones; también es
similar la limitada variacion entre grupos y entas poblaciones dentro de los grupos,
manifestando una reducida diferenciacion de laslap@nes. A pesar de la limitada
estructuracion genética entre grupos, estudiosrdsituleben incluir ejemplares de otras
poblaciones del tropico mexicano para explorar daile variacion a diferentes escalas

jerarquicas de variacion poblacional.
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El estadisticd=st presento un valor muy reducido (- 0.006), el cadida una reducida tasa
de diferenciacion entre las subpoblaciones, misneacgrrobora los resultados del AMOVA,
indicando que la mayor variabilidad genética salira al interno de las subpoblaciones. Lo
anterior, sugiere un cruzamiento entre organismgsaeentados que posiblemente se origind
histéricamente cuando los progenitores de las pmlas analizadas aun habitaban en vida
silvestre, como resultado de la fragmentacion déh&hitat que generé escasos procesos

migratorios entre poblaciones.

Tamafo efectivo de la poblacion Ny tasa de incremento de endogamiversas
investigaciones han intuido que el Bs un componente que promueve la diferenciacion
genética en poblaciones @e moreletii(Dever y Densmore, 2001; Dever et al., 2002; Bay
al., 2004, McVayet al, 2008). Sin embargo, es muy discutible y praoieate escasa la
determinacion y sobre todo, la influencia de digfavametro sobre la estructura genética
poblacional de ésta especie. En otras especies @m@rocodylus niloticus ya se ha
determinado la influencia delcM partir de informacion molecular y se ha deteaaio su

relacion con la disminucién de la diversidad akljcsu heterocigosidad (Bishepal., 2009).

Un reducido tamafo efectivo de poblacion es indicade una tasa de decaimiento de
heterocigocis (Wright, 1930). En este contexto, éstimaciones determinadas del N
indicaron que las poblaciones de Villa Juarez, I8may Gutiérrez Zamora, Veracruz,
presentan un Nsuficiente que garantiza la estabilidad de lauegira genética de éstas
poblaciones. Por otro lado, las poblaciones de teu€hilapa, Veracruz y Puerto Vallarta,

Jalisco, presentan un limitado. fhdicando un serio problema que generaria la garde
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heterocigocis en éstas ultimas poblaciones (Futuyt986). EI N determinado de las

poblaciones en el presente estudio es diferentanaio censal poblacional, lo que sugiere
gue no cumple con las condiciones de una poblad&al, por ejemplo, el nimero de hembras
debe ser igual al de machos; la proporcion equitatie sexos disminuye los riesgos de

endogamia (Oldenbroek, 1998; Moreno, 2007).

En relacién a la tasa de incremento de endogatiipy (as poblaciones de Puente Chilapa y
Puerto Vallarta, presentan serios problemask@or generacion, mostrando tasas superiores
al 1 % de incremento de endogamia por generacgbo,derivado por su bajo.NDuchevet

al., 2006; Bishoret al.,2009). Lo anterior, surge por efecto del limitadonero de machos
reproductivos, por lo que resulta necesario tomedidas que permitan revertir este avance,
como incrementar el nimero de machos reproductaspecificamente en estas dos

poblaciones.
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2.5 Conclusiones

En base a los resultados obtenidos en este capéydoede concluir que las poblacione€de
moreletii evaluadas presentan un bajo grado de diferenciagédética, mostrado por el
AMOVA vy corroborado por el valor dést, ya que practicamente la totalidad de la variacion
genética se encuentra dentro de las sub-poblacidltese detectd variacion entre las sub-
poblaciones, por lo que se puede deducir que Empares analizados provengan de una
misma poblacion que histéricamente se distribuyddgeneamente a lo largo del territorio

mexicano y que se ha mantenido la misma estrugenética.

A nivel inter-especifico, los parametros de estnacgenética obtenidos son muy diferentes a
los reportados para otras especies, por lo quéaesyportante generar programas especificos
gue conserven la estructura génica en las poblkegi@valuadas y las distribuidas en el
territorio mexicano. Los programas de marigjgitu de C. moreletiideben estar enfocados a
la reestructuracion de su habitat y sobre todo reserwar los corredores biolégicos que

permitan el flujo migratorio entre poblaciones dtaespecie.

El Ne esta relacionado con la proporcion sexual, puedeaitiizado como una estrategia de

conservacion genétiax situque debe incluirse en los planes reproductivos glareanejo en

cautiverio de la especie.
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6. Discusion general

6.1 Analisis de la variacion morfol6gica
Como se ha sefalado, la variacion morfoldgica ast&iada con la temperatura, humedad,
distribucion latitudinal, longitudinal y altitudihéZobel y Van Buijtenen, 1989; Begat al,
1990). Varios estudios relacionan la variacion widdica de cocodrilos de diferentes clases
de tamarfio, edad y sexo con diferentes caractadstiorfolégicas (del cuerpo y craneo),
tanto de poblaciones silvestres como cautivas ysogerido que tal variacion esta influida
por diferencias genéticas dentro y entre poblasioegto debido a la plasticidad fenotipica y a
la etapa de desarrollo (Hall, 1989; Milnesal, 2001; Wuet al, 2006; Pifiaet al, 2007,

Verdadeet al, 2002; Villelaet al,, 2008).

Los resultados obtenidos aqui muestran una cowaridel caracter morfologico LHC que
alométricamente tuvo un efecto significativo sdiodas las medidas morfologicas evaluadas.
En este sentido, ésta correlacion es similar ai¢argportd Villegas (2005), respecto a que la
conformacion zoométrica craneal estd relacionadaifgiativamente con la LHC para
individuos en cautiverio y silvestres d& moreletii Dicha covarianza se presenta en la
mayoria de especies de cocodrilos, cuyos caractaredoldogicos tienen relaciones
significativas entre si, asi como también con I ta el crecimiento corporal (Montague,
1984; Deeming y Ferguson, 1990; Hall y Portier,4,99onteiro y Soares, 1994; Wai al,

2006; Pifaet al, 2007; Pérez y Escobedo-Galvan, 2007; Meta, 2008).

AuUn a pesar de la correlacion significativa endosodrilos evaluados, los resultados indican

una limitada diferenciacion morfoldgica entre lasblaciones analizadas. La poblacion de
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Villa Juérez, Sinaloa presentd una limitada vadiacmorfologica, posiblemente dicha

variacion fenotipica esté siendo influida por laia@dn genética que presenta la poblacion,
tal y como se reporta en el Capitulo Il; lo antetiene sustento con las relaciones entre
variacion genética y el tamafio corporal (que emmdolos esta relacionado con la morfologia)
como sucede en vertebrados (Mezhzherin, 2002)ei8lrargo, se sugiere realizar un analisis
gue integre la informacion morfoldgica con la imf@cién genética de esta poblacién, con la

finalidad de esclarecer algun efecto significatiue esté generando la variaciéon fenotipica.

Por otro lado, todas las poblaciones no presentdif@nencias morfoldégicas entre sexos,
resultado de la inexistencia de dimorfismo sexumabe etapa sub-adulta y adulta, debido a
que esa etapa presentan su maximo grado de desaomoral (Alvarez del Toro y Sigler,

2001, Villegas, 2005).

6.2 Variacion en el crecimiento corporal
Los resultados muestran un efecto significativdadtalla sobre la tasa de crecimientoGle
moreletii la cual es una relaciébn comun en la mayoria del@dos (Von Bertalanffy, 1951,
1957; Stearns, 1992; Adolph y Porter, 1996) y etiqudar en especies de cocodrilos (Pérez,

2000; 2008; Pérez y Escobedo-Galvan, 2007; Padetih, 2008; Péreet al., 2009).

La variacidbn en las tasas de crecimiento corpordfeelas poblaciones de cocodrilos
analizadas en el presente estudio, estan siendordeadas por efecto de las condiciones del
cautiverio. Por ejemplo, la densidad de cultivadCdemoreletiien la UMA Cacahuatal, puede
estar limitando el crecimiento corporal de los gjEres analizados. Es decir, durante el

estudio, las poblaciones de PC y GZ presentarorontemsidad de cocodrilos por area (entre
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0.5 a 0.6 cocodrilos pornrespecto a la poblacién de PV que presenté una@mueensidad

de cultivo (entre 0.8 a 0.9 cocodrilos po?)nSe ha demostrado que la densidad de cultivo de
Caiman latirostrisy Crocodylus acutugn cautiverio, determina en cierta medida difesenc
significativas respecto al patrén de crecimientopomal de estas especies de cocodrilos

(Piedraet al, 1997; Polettat al., 2008).

El no encontrar diferencias significativas entr&osedentro de poblaciones respecto al
crecimiento, puede ser resultado de que el creotmide las hembras tiende a disminuir
después de alcanzar su madurez sexual, mientrasd grezimiento de los machos tiende a ser
constante durante mas tiempo (Chabreck y Joan&8; Pérez y Escobedo-Galvan, 2007); en
este sentido, los machos alcanzaron las mismas tiesarecimiento que las hembras y por
tanto no hubo diferencias significativas, lo quénaeonfirmado en investigaciones anteriores

en relacién al limitado dimorfismo sexual.

6.3 Estructura genética poblacional
Nuestros resultados indican un indice de hetersidgd (Ht) muy superior respecto a otras
poblaciones de la misma especie distribuidas ercé8eeportadas por Dever y Densmore
(2001) y Deveret al, (2002). Estas diferencias pueden deberse a laci@r genética
presente en las poblaciones analizadas en el peessdio (ver Capitulo Il), en relacion a la
reportada en las investigaciones citadas. La Haorfesieor a la He, lo que indicé que existe un
déficit de heterocigotos en la poblacion total ofsido deberse a los procesos ecolégicos que

sufrieron las poblaciones en estado silvestre,rgede deriva génica.
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6.4 Variacion genética poblacional
Los resultados indican que las sub-poblacionesizag@s fueron similares entre si. Algo
similar sucede en las poblaciones de la misma Esmhstribuidas en Belice (Dever y
Densmore, 2001; Devet al, 2002). Los componentes de variacion indicanexiste mayor
variacion dentro de las poblaciones que entre grypentre las poblaciones dentro de grupos,
debido al efecto de la variacion de la posicion lae regiones microsatélites en cada
individuo. Esta diferenciacion genética en caddamibn, puede estar surtiendo efectos tanto

en la morfologia y crecimiento corporal de la espbajo estudio.

6.5 Tamario efectivo de poblacidngN
Dos de las cuatro poblaciones presentan riesgmndegamia debido a su baja. Puente
Chilapa y Puerto Vallarta). Este factor esta sieimflaido por la relacion desigual de sexos.
Si estas poblaciones se mantienen con un bgjeeNdisminuird la estructura genética de esas
poblaciones (Bishogt al, 2009), por lo que seria necesario generar utrate&ga que

permita estabilizar la estructura genética de pshkciones.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES

Conclusiones

En base a los resultados obtenidos de la evaluatiégral sobre los caracteres de historia de
vida como es la morfologia y el crecimiento corpgraobre genética cuantitativa como es la
descripcién de la estructura y variacién genétia tamafio efectivo de poblacion JNle
cuatro poblaciones d€. moreletiien la UMA Cacahuatal, se desprenden las conclusione

siguientes:

« No se acepta la H1. Los resultados obtenidos indic& existe similitud en los caracteres
morfologicos evaluados en los ejemplares de lacgsp&lo identificAndose diferencias

morfologicas entre sexos ni entre poblaciones.

e Se acepta la H2. Las poblaciones presentaron ddi@® respecto al patron de
crecimiento corporal entre poblaciones. Sin embargse encontraron diferencias respecto a

las tasas de crecimiento corporal entre sexos.

» Se acepta la H3. La estructura genética indicdapipoblaciones presentan un alto grado
de polimorfismo. Es decir, existe variacion a nigehético en cada poblacion. Sin embargo,
la variacion genética existente se encuentra aagathterno de las poblaciones y es limitada

entre sub-poblaciones.

» Se acepta la H4. El tamafio censa) @h cada poblacion fue diferente al tamafio efectiv

de poblacién (Y. La diferencia entre estos parametros pobladisnakta induciendo los

99



incrementos en las tasas de endogamia. Un seridepra de endogamia estan teniendo las

poblaciones de Puente Chilapa y Puerto Vallarta.

Recomendaciones

En base a la informacién obtenida, se recomienda MA “Cacahuatal” realizar las

siguientes acciones enfocadas al manejo y consérnvdeCrocodylus moreletii

* Incluir en mayor proporcion carne blanca (pescaderovados de pescado) a la dieta con
gue se alimenta a los cocodrilos; lo anterior eofinalidad de contribuir a acelerar la tasa de

crecimiento corporal de los cocodrilos, tal y caseaeporta y recomienda en otros estudios.

* Resulta importante agrupar cocodrilos con la misizse de talla y someterlos a
diferentes frecuencias de alimentacion, con el toojede identificar que frecuencia

contribuye a un mayor crecimiento en talla o peso.

* Llevar a cabo estudios para determinar los requemiws nutricionales del cocodrilo de

pantano.

» Determinar el efecto de la densidad de cultivocdebdrilo de pantano en el incremento

de la talla o peso de los cocodrilos.

* Monitorear las variables: luz solar dentro delesist de produccion, temperatura del agua

y del aire del sistema de produccion y el crecitoiethe los cocodrilos; correlacionar las
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variables y determinar los parametros éptimos dbadi variables que contribuyen a acelerar

el crecimiento de los cocodrilos.

* Al nacer y durante el desarrollo de los cocodrilesleccionar los ejemplares con las
caracteristicas mas sobresalientes (principalmemtellas de interés comercial), esto con el

fin de ser evaluados como reproductores.

» Para minimizar los riesgos de endogamia, es necagamerar un plan de introduccion de
nuevos reproductores; sobre todo llevar un regtrdgrol con el fin de evitar los
apareamientos entre animales emparentados. Adezsalia importante igualar el nUmero de
ejemplares del tamafio censal)(kespecto al nUmero de ejemplares del tamafioiadede

poblacion (N) en las poblaciones de Puente Chilapa y Puertanal

* Investigar las especies de parésitos y ectopasagiie estén afectando la calidad de la

piel de los cocodrilos y generar un plan de mamgggrado de dichos parasitos.

 Evaluar el agroecosistema UMA Cacahuatal con imhies de sustentabilidad en
diferentes escenarios y desde una perspectiva micad social, para obtener informacién

acerca de la sustentabilidad de este agroecosistema

» Es aconsejable realizar intercambios de ejempla@®ductores con otras UMA’s, con

la finalidad de mejorar y conservar la diversidadéfica en la especie.

101



* Si se desea poblar los habitats donde histériceamemtdistribuia la especie, se debe
generar un programa de repoblamiento con los eggegpte la UMA Cacahuatal, que incluya
la estructura demografica poblacional y proporcséxual, tal y como se presenta en las
poblaciones silvestres de esta especie y en ralacagporcional al tamafo del area a repoblar.
Posteriormente, dar seguimiento a las poblacioaes geterminar la efectividad del programa
de repoblacion. Aunado a lo anterior, resulta resd@saplicar un programa de educacion
ambiental para concientizar a las comunidades esirgercanas sobre la necesidad de

conservar la especie.

» Sise desea invertir en el negocio de la cria dedrdo, se aconseja situarse en las zonas
calidas del trépico, con la finalidad de disminlas costos de inversidn necesarios para
mantener la temperatura del sistema de producodidhicionalmente, se deben hacer

convenios con rastros avicolas, ganaderos y pesaagera aprovechar los desechos de los

mismos y disminuir los costos por la compra dehatito.

* Finalmente, es necesario generar un programa dsidif acerca de los productos y sub-
productos del cocodrilo, de los beneficios del debaceite derivado del cocodrilo y de las
propiedades nutrimentales de la carne. Tambiéegiiat la carne de cocodrilo a la cadena de

restaurants de comida exatica.
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Apéndice 1

COLEGIO DE POSTGRADUADOS

CAIVIPUS \/ERACRUZ

Fecha de aplicacion:

Cuestionario

Introduccion

El presente cuestionario tiene el proposito de centms factores (sociales, legales, politicos,
econdmicos, ambientales, técnicos, culturales godeercializacion) del manejo en cautiverio
de Crocodylus moreletien la Unidad de Manejo para la Conservacion déida Silvestre
Cacahuatal. La informacion que usted proporciongdrée un caracter eminentemente
confidencial, y sera uUnicamente con propoésitos aepitesente investigacion. Mucho
agradeceriamos de usted las respuestas que noa puedar en relacion al presente
cuestionario.

Objetivo
Conocer los factores del manejo@emoreletii

1. Datos del entrevistado
Nombre: Edad: Sexo:(M) 6 (F)
Maximo grado de escolaridad:

Afos de experiencia trabajando ¢cdnmoreletii

Cargo del entrevistado en la UMA:

2. Datos de la UMA
2.1 Nombre de la UMA
2.2 Cdbdigo y afio de registro de la UMA:
2.3 Tamaiio de la UMA (ha):

2.4 Numero total de organismos:

Adultos(M) (H) JuvenilesM) (H) Crias(M) (H)
Tamario total y proporcion de sexos:

2.5 Total de afios que se han destinado al manejo deliGlacen la UMA;
2.6  Otras especies que se manejan en la UMA:

2.7  Ubicacion de la UMA: Municipio Comunidad Altura
2.8 Tipo y forma de aprovechamiento p&amoreletii
2.9 Tipo de tenencia de la tierra:

2.10 ¢Denominacion del tipo de sociedad que manéjiA?
2.11 ¢Como y de donde obtuvo el pie de cria?

3. FACTORES SOCIALES
3.1 ¢Cual es la estructura organizativa de la UMA?
3.2 ¢Cual es su cargo dentro de la estructura organizd@
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3.3 ¢Esta UMA participa en el Sistema de UMA del estdel Veracruz?
Si (pasar a la siguiente pregunta) No (pasarla pregunta 4.1)
3.4  ¢Cual es su posicion?

3.5 ¢Cuales son los beneficios que obtiene al sembmo o socio de esta red?

4. FACTORES ECONOMICOS
4.1 ¢ A que tipo de mercado destina su produccion?

Destino Porcentaje Nombre del lugar de destino

Local
Nacional
Extranjero

4.2 ¢ Cual es el costo aproximado de los insumos glieaughn la produccion dé. moreleti?

Insumo CANTIDAD Costo aproximado

Alimento

Mano de obra
Medicamento

Pagos por decreto de UMA
Permisos (indique cuales)
Plan de manejo

Renta de la tierra

Otros (cuales)

4.3 ¢ Cual es el tiempo del ciclo de producciéon de almuara clase de edad?
Clase de edad Tiempo en meses
Crias
Juveniles
Adultos

4.4Tipo de comercializacion de los organismos
Clase de talla Mascotas Consumo de algunas de sastps
Huevos
Crias
Juveniles
Adultos
*Favor de marcar con una “X” donde corresponda.

4.5 ¢ Considera que el precio de la venta de la prodn&s aceptable?
Si () No ()

4.6 ¢ Cual es el precio promedio que recibe por animal?

Venta por talla: $
Venta por kilogramo: $

4.7 ¢ Cudl es el precio de venta de cada organismo diepelo la clase de talla?
Clase de talla Precio de venta Considera que es
aceptable
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Huevos
Crias
Juveniles
Adultos

4.8 ¢ Existe diferencia en el precio de venta de acuardexo®i( )No( )
4.9 ¢ Cual es la produccion total al afio?
Clase de Produccién anual Porcentaje de venta
talla
Huevos
Crias
Juveniles
Adultos

4.10 ¢Cuél es el costo total aproximado por toda laitodmgia para la obtencion de los

permisos para establecer una UMR? M. N.
4.11 ¢Considera que la produccion de cocodrilos es cthadad rentable?
si () No () gRme?

4.12 ¢ Que factor principalmente afecta la comerciali@aoi venta de animales?
) Falta de mercado

) La sobre oferta

) Las cuestiones legales
) La falta de cultura de consumo del orgasmo
) Otro ¢ especifique cuél?

NN AN AN S

5. FACTORES AMBIENTALES
5.1Desde el punto de vista de la conservacion depeces ¢ Esta UMA ha contribuido al re
poblamiento de la especie en la region o estado?
Si ( ) oN ) ¢Por qué?

5.2 ¢Qué factores ambientales considera que estaaridata reproducciode la espeC|e’>
( ) Temperatura

( ) Humedad

( ) Calidad del agua

( ) Otro (especifique cual)
5.3 ¢ Cual de los factores ambientales estan limitahdesarrollode la especie?
( ) Temperatura

( ) Calidad de agua

() Alimentacion

( ) Plagasy enfermedades
(

5.

) Otro (especifique cual)
4 ¢ Cudles son algunos controles que realiza pargamlt problematica en la reproducmon
y desarrollo?
6. FACTORES TECNOLOGICOS
6.1¢Como aprendio sobre el manejoGianoreleti?
( ) Referencia bibliografica
() Experiencia propia
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() Cursos de capacitacion
() Transferencia de conocimiento familiar
() Otro (especifique)
6.2 ¢Ha recibido asistencia técnica sobre el manefo. aeoreleti? Si () No ( )
6.3 ¢ Cual es el problema més frecuente en el mandgpeaipecie?
1) Enfermedades
2) Asincronia en la reproduccion
3) Mal desarrollo de crias
4) Alta mortalidad en los diferentes clases de edadh@ique que estadio)
5) Otro, especifique cual
6.4 ¢ Cudles son los factores que limitan una mayofaedegoroduccidmle la especie?
1) Falta de terreno
2) El tipo de aprovechamiento
3) Falta de infraestructura
4) Los aspectos legales del propio manejo
5) Por cuestiones de mercado
6.5 ¢Considera que el disefio de la UMA es adecuadspaeopdsito?

Si () No () ¢Pgue?

6.6 ¢Qué tan frecuente actualiza sus conocimientosraareejo de la especie?
Tiempo en meses :
6.7 ¢ Qué tipo de capacitacidon o curso requeriria paraajor manejo de la UMA?

7. FACTORES POLITICOS Y LEGALES
7.1  ¢Qué tan complicado fue el registro de la UMA?
Poco Regular Mucho
7.2  ¢De quien recibié asesoria para el registro 4eMA?

7.3  ¢Qué requisito es el mas complicado para eltregie la UMA?

7.4 ¢ La legislacion actual fomenta este tipo de acéd?
Si ( ) No ( ) ¢,Por qué?

8. FACTORES CULTURALES
8.1 ¢Considera que existe la cultura de consumo ckrifee de cocodrilo en su comunidad,
region y a nivel nacional?

Comunidad-------- Si( ) No( )
Region--------------- Si( ) No( )
Nacional------------ Si( ) No( )

8.2 ¢Como podria aumentarse la cultura para el camsiena carne de cocodrilo?

8.3  ¢Como afecta la cultura del trafico ilegal decesgs a la UMA?
8.4 ¢Considera que existe cultura y conocimiento esptaedad para aceptar la especie
COMO mascota en sus casas?
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8.5 ¢Actualmente considera que la sociedad tenga lr&uy preocupacion de la
necesidad de conservar la especie en su comumnétadin y a nivel nacional?

Agradecemos sinceramente la informacién que ngedyorcionado. Después del andlisis de
la informacién, le haremos llegar una copia debrepque contendra informaciéon general

sobre los aspectos de manejo@lemoreletij los cuales podra tomar como referencia para
mejorar algunos aspectos de su unidad de produccién

Atentamente
Ricardo Serna Lagunes
Estudiante del postgrado en Agroecosistemas Tregica

Agrupacion de resultados de las entrevistas:

Aspectos organizativos de la UMA Cacahuatal
El agroecosistema UMA Cacahuatal esta constituida ym consejo consultivo cémo
Sociedad Andénima; dicho agroecosistema esta manejaid un técnico especializado
(controlador), quien indica las actividades paranahejo de la especie a un bidlogo que se
encarga de organizar dichas actividades para guesbasupervision, sean ejecutadas por
personal capacitado en las actividades de manejderiencia de la tierra es particular y el
tipo de aprovechamiento de la especie es extratieasivo.

Manejo de la especie en la UMA Cacahuatal
De manera general, se describen los tres procesosadejo en cautiverio que reciben los
ejemplares en la UMA Cacahuatal:
1) Fase de ranchewafnching para la obtencion de neonatos para su crianzda EfMA
existen dos lagunas semi-naturales delimitadasy@dia galvanizada; cuentan con un area
promedio de 2 hhcada una; en estas se encuentran los ejemplaresiuetores. Durante la
época de anidacién, los nidos son monitoreadossiepormente se extraen los huevos para
ser incubados artificialmente a temperaturas quimweantre los 28 y 32 °C. Al nacer, se
bafian en solucién salina (al 15%) y se les brimdtarmiento farmaco-terapéutico en el
embrion para evitar infecciones (corte de excesmsmbrion y aplicacion de violeta de
genciana).

2) Fase de crecimiento (crianza) de los ejemplares.nemnatos son mantenidos en casetas
de temperatura controlada que funcionan por mediacalderas que envian calor bajo la
superficie del suelo a 30 °C promedio. Estos sameatados a base de una mezcla con
diferentes elementos nutricionales (ver detalledbeta en la parte de materiales y métodos
del Capitulo I) diariamente durante el primer affwogteriormente cada tercer dia; a partir de
esta mezcla nutricional se realizan diferentes f@m®ale “nugets” acorde a la talla de los
ejemplares. Los neonatos se encuentran bajo stenai de crianza hasta que obtienen la talla
de 1 m de longitud total (juveniles y sub-adultos).

3) Reubicacion de los juveniles-sub-adultos en actates (200 ) a cielo abierto. Se
mantienen en esas condiciones hasta su sacrificio.
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Mercadeo de la produccion
Tanto la produccion de piel, carne, aceite, crayegenta de crias, esta destinada al mercado
local. Sin embargo, la piel también se vende a ewgresa mexicana dedicada a la
comercializacion de pieles de cocodrilos, la cugpoeta el producto al extranjero,
principalmente a Estados Unidos de América.

Insumos utilizados para el manejo de la especie enUMA Cacahuatal
Los insumos mayormente utilizados son el agua, epiebtenido a través de un pozo
profundo, y el alimento, que es obtenido a paeiud convenio con el rastro TIFF de Paso
San Juan-Vargas, quien brinda desechos de higadoy ptros sub-productos que no son
comercializados por dicho rastro. En cuanto al feaeanitario, se utilizan desparasitantes
internos y polivitaminicos. Después de cada alia@ah, los estanques son lavados con
sanitizantes clorados.

Consideraciones del sistema de produccion de cocdds como negocio
Los entrevistados mencionan que aunque es relaivanreciente el consumo de carne de
cocodrilo, con el aprovechamiento total de la egpexsulta un negocio rentable. Consideran
gue la falta de un programa turistico para laaiaitas instalaciones de la UMA puede ser una
estrategia que permita generar recursos econonextesnos, aunado a un programa de
difusion sobre las propiedades nutricionales dmatae y el aceite del cocodrilo.

Procedencia de las poblaciones derocodylus moreletii manejadas en la UMA

Todos los ejemplares cautivos estan identificadosuna placa interdigital (o microchip) que
tiene gravado el nimero de ejemplar, localidad rifgeo y fecha de nacimiento o captura.
Dichos ejemplares pertenecen a cuatro poblaciomgs captura en vida silvestre fue en las
localidades de Puente Chilapa y Gutiérrez Zamorastado de Veracruz y ejemplares que
nacieron en UMA’s de Villa Juérez, Sinaloa y Puértdlarta, Jalisco. Algunos ejemplares
fueron decomisados por el Ejecutivo Federal y otueson comprados a las UMA’s donde
nacieron y posteriormente se reclutados en la UNMé&aBuatal.
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Apéndice 2

Detalles de las mediciones a los ejemplares de tastro poblaciones deC. moreletii en la
UMA Cacahuatal.

ANC = Ancho de Cabeza (distancia entre las supesfidaterales de los condilos
mandibulares); linea color verde.

ALC = Alto de Cabeza (distancia de la base de teera a la base de la mandibula anterior);
linea color rojo.

LT = Longitud total (distancia de la punta del loacal final de la cola); linea color amarilla.
Cabe mencionar que fueron medidos lo mas estiaakible (sin curvas en la cola).

LHC = Longitud Hocico-Cloaca (medicion por la paxtentral; distancia de la punta del
hocico al final de la cloaca); linea color azul.

LF = Longitud del Fémur (distancia de la hendiddea pelvis al final del fémur); linea color
naranja.

Imagen de la extraccion de sangre en los ejemplarede C. moreletii en la UMA
Cacahuatal.
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Apéndice 3
Aislamiento y purificacion de ADN y preparacion degeles de agarosa.

Procedimiento de aislamiento y purificacion de ADNon el kit Dneasy® (QUIAGEN).

1. A 0.3 ml de sangre se agreg6 10 pL de proteinasa K.

2. Agregar 400 pL del buffer AP1 y 4 uL de la soluckNasa A (100 mg/ml).

3. Se incubd por 30 min a 65 °C y se mezclo tres veuemnte su incubacion.

4. Agregar 130 pL de buffer AP2, mezclar e incubar ponin en hielo (si se forma mucho
precipitado, centrifugar la mezcla por 5 min a XBgfm).

5. Agregar la mezcla a la columna QlAshredder unidalad de colecta y centrifugarlo 2 min
a 13,200 rpm.

6. Transfiera el sobrenadante a un tubo limpio Eppeé@devitando el precipitado.

7. Agregue 1.5 volumenes del buffer AP3/E a la solucio

8. Transfiera la mezcla a la columna DNeasy® unidaulad de colecta y centrifugar por 1
min a 8,000 rpm y eliminar el liquido colectado.

9. Repetir el paso anterior con el resto de la mezdkse el mismo tubo de colecta.

10. Coloque la columna DNeasy® en el tubo de colentpit, agregue 500 pL del buffer
AW a la columna y centrifugue 1 min a 8,000 rpmisnmar el liquido colectado.
11.  Agregar otros 500 pL del buffer AW a la columnaegntifugue por 2 min mas a
13200 rpm. Use el mismo tubo de colecta del patarian Elimine el liquido colectado.
12. Transfiera la membrana a un tubo Eppendorf® limpigregue 50 pL del buffer AE
precalentado a 65 °C directamente a la membrana delumna. Incube por 5 min a
temperatura ambiente y centrifugué a 8,000 rpm.

13.  Agregar otros 50 pL del buffer AE precalentado &@Slirectamente a la columna de
la membrana. Incube por 5 min a temperatura anienentrifugue a 8,000 rpm.

14.  La recuperacion final son 100 uL. Verifique la extion y concentracién del ADN
(10 pL) en geles de agarosa al 0.8 %.

Procedimiento de extraccién y purificacion de ADNGonzélez y Vovides, 2002).
Reactivos:

Buffer de extraccion: 2 % (p/v) CETAB, 100 mM TrigH 8.0, 20 mM NaEDTA, 14 M
NacCl.

Cloroformo-alcohol-isoamilico: 24:1 (v/v).

Etanol absoluto y al 70 % conservado a -20 °C.

3M de acetato de sodio (pH 6.0).

TE: 10 mM Tris, 1mM EDTA (pH 8.0).

Procedimiento de aislamiento de ADN:
1. 0.3 ml de sangre en un tubo Eppendorf®.
2. Agregar 750 pL de buffer de extraccion.

3. Agitar durante 30 seg.
4. Incubar a 65 °C durante 1.5 h, agitandolo cada ibhOdorante 30 seg.
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. Transferir el mayor volumen posible Del buffer detraccion a un tubo limpio de

Eppendorf® (agregar 750 pL del buffer de extracebiejido sanguineo y guardelo a 4 °C
para volver a extraer en caso de ser necesario).

. Al tubo que contiene el buffer de extraccion, aid&fl0 uL de la mezcla clorformo-

alcohol-isoamilico y mantener en agitacion 5 miavamente.

. Centrifugue a 13000 rpm por 10 min.
. Transfiera la fase acuosa (fase superior) a unlioimio.
. Afadir 50 pL de acetato de sodio y 1 ml de etamslomto e invertir varias veces.

Precipitar a -20 °C durante 15 hrs.

Colectar el precipitado centrifugando a 13,000 durante 10 min.

Decante el sobrenadante.

Lave el precipitado con 300 pL de etanol al 70 fi fr

Centrifugue 5 min a 13,000 rpm.

Decante el sobrenadante.

Seque el precipitado en el evaporador rotatoriamter5 min.

Resuspenda el ADN 30 pL de TE. Verifique la con@aidn de ADN (5 pL) en un
gel de agarosa al 0.8 %.

purificacion del ADN se realiza de la manera sigiente:

. Hidrate 5.0 gr de sephadex en 200 ml de agua aldstdsteril.

Mezcle en el agitador magnético, dejar que se mitecy eliminar el exceso de agua
(repetir este procedimiento dos veces).

. Para preparar la columna, perforar la base dehmde 500 pL y compacte un pedazo de

papel filtro.

. Agregar 500 pL de sephadex hidratado en la columna.

. Centrifugar 1 min a 3,000 rpm.

. Agregar la muestra de ADN.

. Centrifugar 1 y 4 min a 3000 y 5000 rpm, respeatieate.

. Concentrar el producto en el evaporador rotatasramte 5 min.

. Verifique la concentracion de ADN (7 pL) en un delagarosa al 0.8 %.

Preparacion de geles de agarosa al 0.8 %.

1.2 gr de agarosa

150 ml de TBE a 1X.

Frasco Erlenmeyer de 250 ml.

Combinar la agarosa y el buffer en el frasco Erleyeny disolver con agitacién constante.
Mantenga hirviéndolo s6lo lo necesario para digoba@mpletamente (entre 1 y 3 min).
Enfrie a temperatura ambiente.

Afada 7 pL de bromuro de etidio y vacié en el molde
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