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RESUME 

El cocodrilo de río es una especie que actualmente se encuentra en peligro de 
extinción debido a la fragmentación de su hábitat así como la caza furtiva. Esto aunado a la 
falta de información sobre la especie ha generado la realización de estudios sobre su 
genética poblacionaL En este trabajo se determinó el nivel de variabilidad genética de una 
población de cocodri lo de río (c. Delll"S ) en el estado de Jalisco (puerto Vallarta), 
empleando técnicas moleculares basadas en marcadores genéticos ~ dado a que no existía en 
la literatura secuencias de microsatélites para C. aculus, en este estudio se emplearon 
microsatélites desarrollados para cocodrilo australiano de agua dulce (c. johnsoni) . Los seis 
microsatélites seleccionados fueron utilizados con ADN de 9 cocodri los C. acuJus, 
provenientes del Centro Universitario de la Costa, CWACTLI, mismo que se dedica a la 
captura y rescate de cocodrilos. Los productos amplificados por PCR se corrieron en un 
secuenciador para conocer su tamaño exacto, posterionnente se calcularon : el índice de 
polimorfismo de los iniciadores, el número de aJelos efectivos, la heterocigosidad, la 
diversidad genérica, el equilibrío de Hardy-Weinberg, y la distancia génica. El uso de 
marcadores moleculares diseñados para C. porosus para detenninar la diversidad genética 
en C. acutus resultó una técnica efectiva en el presente estudio. El mejor marcador para 
determinar la variabilidad genética en C. aculus fue el Cjl09, con un índice de D = 0.776, 
superando a los demás iniciadores empleados. La población presentó una alta 
heterocigocidad genética, detenninando que los individuos pudieran pertenecer a distintas 
poblaciones, ayudando a mantener el "pool" genético en la especie. Así mismo, la 
población mostró una alta diversidad genética (F= -0,179). Se pudo identificar 4 ciados: 
uno para la zona de Bahía de Banderas (Jat), y 3 más para zonas de Nayarít y Jalisco. Sin 
embargo, es recomendable realizar otros estudios con microsatélites, incrementando el 
tamaño de muestra y tomando en consideración las variables morfométricas de los 
individuos. 

Palabras clave: C. aculus, microsatétlites, ONA, heterocigosidad, cocodrilo. 
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ABSTRACT 

The ri ver crocodile is a specie in danger oC extinction due to the fragrnentation of its habitat 
as well as the furtive hunting. The lack of information on Ihis species has brought interest 
on population genetics studies. lOe aim of Ibis study was to determine the level of genetic 
variability on a populatioD of American crocodile (e. acutlls) in the slate of Jalisco 
(Vallana Pon), proving Ihe operation and application of genetic markers through 
microsatellites developed for Australian fresh water crocodi le (c. johnsoni). The DNA of 9 
crocodiles, C. aculus from the University Center of the Coast, CIPACTLI was used. The 
fragmenls by PCR were amplified and lbe following trails were calculaled: lhe weights of 
the obtained bands, the index of polymorpmsm of tbe initiators, the number of effective 
a1leles, lbe helerozygosis, lhe genetic diversity, lhe Hardy-Weinherg equilihrium and lbe 
genic distance. Tbe use of molecular markers designed for C. parosEls to determine the 
genetic diversity in C. aclllllS was an effective technique in the present study. The best 
primer.to determine the genetic variabi lity in C. aculus was Cj109, with aD index ofO = 
0.776, surpassing lO lhe olber used primers. Tbe populalion displayed a high 
heterozygosity, determining that tbe individuals could heloog to ditTerent populations. 
which might help to maintain a geoetic pool in tbis specie. Also, the studied population 
showed a high genetic diversity (F= -0.179) lbal is favorahle for lbe Center, and \ViII a110\V 
to create a breeding stock in tbe zone. lt was possible to dentify 4 clades: one for tbe zone 
of Bay of Flags (Jal.), and 3 more for zones of Nayaril alld Jalisco. Further research wilb 
microsatellites in crocodiles need ao increased sample size and data on morfometric 
variables of individuals. 

Key words: C. aCUIlIS, microsatellites, DNA, beterozygosis, crocodiles. 
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/1I(rofluccióll 

INTRODUCCiÓN 

El Orden Crocodylia se encuentra representado en México por tres especies: Crocodyllls 

acutus (cocodrilo de río), Crocodyllls more/eti; (cocodrilo de pantano) y Caiman crocodilus 

fusclIS (caimán). El Crocooyluj' aClIlUS, también conocido como cocodrilo narigudo o cocodrilo 

americano, se dj stribuye por las costas del Pacífico y el Atlántico desde los Estados Unidos de 

Norteamérica y México, hasta Colombia a través del Caribe y la lsla de Pinos. 

El cocodrilo es un recurso muy cotizado internacionalmente principalmente por el valor 

de su piel; su caza furtiva, deficiente manejo. falta de regulación, poca vigilancia, 

sohreexplotación y fragmentación del hábitat a la que fue sujeta la especie, trajo como 

consecuencia un rápido descenso de las poblaciones silvestres. 

Con el fin de conservar algunas poblaciones si lvestres, el Gobierno Federal, declaró en 

1970 la veda total permanente, y se iniciaron distintos programas de conservación y reproducción 

de cocodrilos en los estados de Campeche, Tabasco, Chiapas, Oaxaca y Colima. Aunado a lo 

anterior. algunos gobiernos estatales y municipales decretaron como áreas naturales protegidas 

aquellos sitios que poseían una importante superficie de hábitat adecuado para la conservación de 

estos organismos. Actualmente, el cocodrilo de río recibe protección en el territorio nacional al 

estar catalogado por la NOM-059-SEMARNAT-2001 como especie amenazada, y su comercio 

internacional está restringido al haberse incluido en el Apéndice J de la Convención sobre el 

Comercio Internacional de Especies de Flora y Fauna Silvestre (CITES). Hasta el momento no se 

han reconocido subespecies del cocodrilo de río; sin embargo, su localizac ión geográfica es 

extensa entre poblaciones de Florida y la costa del Pacífico, y se teme su hibridización con C. 

morelerti (Ray er al., 2004). 

En Estados Unidos de Norteamérica existen varios trabajos enfocados al estudio de la 

evolución molecular del lagarto americano (Alligalor mississippiel1sis), siendo éste el más 

estudiado del mundo. Sin embargo, en nuestro pais, si bien existe un Proyecto Nacional para la 

Conservación, Manejo y Aprovechamiento Sustentable de los Cocodrilos (COMACROM) 

(SEMARNAP, 1999), cuyos objetivos son poner en práctica una estrategia que pennita y asegure 

la conservación de los cocodri los como recurso natural renovable, no hay hasta el momento 



Introducción 

estudios genéticos que permitan conocer la variab il idad genética de la especie Crocodylus 

aClllus . 

El estudio fue realizado con ejemplares C. aClIfllS, del Centro Universitario de la Costa de 

la Universidad de Guadalajara en Puerto Vallarta . En esta invest igación se realizó por primera 

vez UD estudio de la genética poblacional del cocodrilo de río en nuestro pais, con el fin de 

establecer bases sólidas que pennitan evaluar varias poblaciones. 

Este estudio abarca nueve capítulos, el primero comprende los antecedentes de la especie, 

así cama aspectos generales sobre su diversidad genética, y la base de los estudios genéticos en ;¡ 
poblaciones y en cocodrilos; presentando también, los parámetros establecidos para la medición .':; 

de la diversidad genética. En el segundo capítulo se presenta el planteamiento del problema de -:; 
esta investigación; en el tercero, se formulan el objetivo general y los específicos, así como la ; 

hipótesis de trabajo; el cuarto, comprende los materiales y métodos utilizados para el desarrollo ... 

de la investigación; en el quinto, se presentan los resultados obtenidos en cada paso de l a ~ 

investigación; en el sexto, se desarrolla la discusión de los resultados. haciendo un análisis 

comparativo con estudios similares; en el séptimo, se fonnulan las conclusiones a las cuales se 

arribó; en el octavo, se señala la literatura citada a lo largo del trabajo, y finalmente en el noveno 

se presentan los anexos inherentes a la metodología de la investigación; esto es. los registros 

empleados para la toma de datos de campo, y las técnicas de laboratorio empleadas para la 

extracción y amplificación del ADN. 
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Antecellentes 

1. ANTECEDENTES 

l. ORÍGENES Y CLASIFICACIÓN DE LOS COCODRILOS 

Los reptiles aparecieron en la tierra hace 300 millones de años (finales del paleozoico), a 

partir de un grupo de anfibios. De este grupo evolucionaron varias estirpes denominadas 

arcosaurios, que originó a los dinosaurios y los primeros organismos en fonna de cocodrilos, 

hace unos 245 millones de años en la era Mesozoica (Era de los reptiles) (Cifuentes y Cupu!, 

2004). 

La Clase reptilia en la actualidad está dividida en cuatro Órdenes que comprenden 

(Weichert . 1966): 1) tortugas y galápagos. 2) caimaoes. cocodrilos y lagartos. 3) serpientes y 4) 

tuátara. 

Los cocodrilos se ubican en la Subclase Archosauria y Orden Crocodylia, que para su 

estudio, se encuentran clasificados en tres Familias y ocho Géneros, las cuales se mencionan a 

continuación (Talpin 1984; Janke y Amason, 1997; Glenn el al., 1998; Chung-fai Yau el al. , 

2002; Brochu 2003; Cifuentes y Cupul, 2004; Janke el al., 2005; Yi-Quan Wang el al., 2006; 

Martin, 2008): 

• Alligatoridae con 4 géneros (Alligalor, Coiman, MeJanosuehus, PoJaesucJllls ). 

• Croeodylidae con 2 géneros (Croeodylus y Osteolaemus) . 

• Gavialidae con dos géneros (Govialis y Tomistoma) . 

2. COCODRILO DE RÍo (Crocodyll/s aCl/tl/s) 

Entre los nombres comunes que se emplean para denominar a este cocodrilo están: 

Cocodrilo americano, Crocodile d'Amérique, Caimán de Aguja, Central American alligator, 

Cocodrilo de Río, Crocodile a museau pointu, Lagarto Amarillo, Lagarto Real, Caimán, South 

American aUigator, American saltwater crocodite (Crocodilian Species List, 2006). En su 

clasificación., el cocodrilo de río cuenta con algunos sinónimos como Crocodylus aeutus y 

Crocodylus bisculallls de Cuvier (1807), Alligalor lacordairei de Borre (1868), los Crocodyllls 

mexicaoos, Crocodylus pacificus y Cracodyllls lewya/Jus de Duméril y Bocourt (1870), 

Crocodylusfloridanus de Homaday ( 1875), y del Cracodylus americanlls de Boulenger ( 1889) 

3 



Alltecedelltes 

(SEMARNAP, 1999). Este gran número de sinonimias se deben en mayor parte a la amplia 

distribución de este cocodrilo, que la ha hecho sujeto a varias redescripcioncs, incluso aún existe 

discrepancia en las opiniones de si debe o no dividirse en vanas razas (Álvarez, 200 1). 

2. / CA1UCTE/IÍS71CAS 

El cocodrilo de no es de talla mas larga que el caimán. Los machos alcanzan entre 5 y 6 

metros, aunque existen reportes de ejemplares de 7.5 metros. Los animales recién nacidos miden 

entre 25 y 30 centímetros. Presentan tul hocico notablemente alargado alcanzando una longitud 

de 1.75 a 2.5 veces el ancho basal del mismo. Poseen 5 dientes premaxilares. 13 maxilares y 15 

mandibulares, la longitud media de los dientes premaxilares es de 1.3 a t.5 veces más grande 

que el tamaño normal de los demás, además de que la sutura premaxilo-maxilar se presenta en 

forma de "V". Los animales muy viejos. como regla general. poseen una joroba media 

preorbitaria (SEMARNAP, 1999). Todos los individuos poseen de 2 a 4 escamas post­

occipitales en una hilera transversal, 4 escamas [lucales, en dos pares yuxtapuestos y 

frecuentemente con un escudo en cada lado, el cual se alinea con la hilera anterior o entre las 

hileras anteriores y posteriores; escamas nucales y dorsales ampliamente separadas (Fig. 1). Las 

escamas tienen osteodennos arreglados en 16 ó 17 hileras transversales y 4 ó 5 longitudinales 

con quillas poco definidas. en los costados las escamas de la hilera transversal están 

regularmente alineadas y usualmente poco aquilladas; no hay pliegue guiar o está poco 

desarrollado (SEMARNAP, 1999). 

En los animales viejos, la coloración dorsal es café olivo o verde olivo muy brillante, 

siendo más clara en juveniles, presentan flecos y manchas oscuras y el vientre no tiene marcas. 

Los ojos son relativamente pequeños, tienen pupila vertica l y el iris de color verde azulado; la 

boca es amariUa (Álvarez, 2001). 
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Alltecedentes 

Figura l . Características distintivas en la cabeza de Crocodyllls acutus (Crocodilian Species List , 

2006). 

Los machos adultos se pueden diferenciar de las hembras por su mayor tamaño, las masas 

musculares de las mandíbulas, son más voluminosas y la joroba frontal más conspicua. En las 

hembras la cola es en algunos casos más corta y el hocico menos alargado, aunque estas 

características no son muy aparentes (Álvarez, 2001 ; Cifuentes y Cupul. 2004). 

El cocodrilo de río ovoposita nonnalmente entre marzo y mayo, pero suelen encontrarse 

nidos frescos aún en febrero. En general los nidos están calculados para que los cocodrilos nazcan 

en las primeras lluvias y antes de las grandes crecidas. En la vertiente del Atlántico la ovoposición 

es un poco más tardía, posiblemente condicionada por la humedad de la región (Álvarez, 2001). 

5 



A I/tecedel/tes 

2.2 HABITAT 

Esta especie se distri buye por las costas del Pacífico y el At lántico desde los Estados 

Unidos de Norteamérica y México, hasta Colombia a través del Caribe y la Isla de Pinos (Fig. 2). 

En México ha sido reponado para los estados de Sina loa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacán, 

Guerrero, Oaxaca, Veracruz, Chiapas, Yucatán y Quintana Roo (Fig. 3). Vive en ríos caudalosos, 

lagos y lagunas profundas y posiblemente se le puede encontrar en pantanos, aguas salobres y 

saladas. corno en lagunas costeras, esteros, marismas, canales, manglares e incluso en las costas y 

mar abierto (SEMARNAP, 1999). 

Figura 2. Distribución mundial de Crocodyllls acuh.IS (Crocodilian Species List, 2006). 
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Figura 3. Distribución de Croeodylus Del/tus en México (SEMARNAP, 1999). 

2.3 S/TUAC/6N ACTUAL EN MÉXICO. 

Hace más de un siglo los cocodrilos comenzaron a estar amenazados por la cacena. Sus 

peculiares pieles originaron que los pescadores de Tabasco, Yucatán y otras regiones empezaran 

a considerar la caza de cocodrilos como actividad productiva. La caza desmedida de cocodrilos 

en México ocasionó que las poblaciones México disminuyeran sensiblemente, hasta llegar a una 

situación crítica durante los años de 1930 a 1950 en que la caceria llegó a su pico (González y 

Cavazos, 2006). 

Otros factores asociarlos a la disminución de los cocodrilos han sido y son actualmente, la 

deforestación, contaminación industrial, explotación ilegal de plantas y animales, y destrucción 

del hábitat (Valdez el al., 2006). Cada año un mayor número de áreas de reproducción de estos 

reptiles, como pantanos, ciénagas, ríos, estuarios y vegetación ribereña son transformadas. En la 

mayoría de estos ecosistemas casi nunca es considerado el valor que pueden tener los espacios 

para la cría de cocodrilos y otras especies. Aún hoy en día, numerosas áreas de refugio, 

reproducción y alimentación de cocodrilos siguen siendo catalogadas erróneamente como tierras 

ociosas cuyo mejor fin es trans ronnar1as (SEMARNAP, 1999). 
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Escobedo (2004) menciona que la conservación se ha convenido en la estrategia principal 

y de mayor relevancia para el mantenimiento y la viabilidad de las poblac iones naturales que han 

sido sobreexplotadas. A diferencia de otras especies de fa una silvestre, los cocodri los tienen la 

posibilidad de soportar probrramas de conservación y manejo basados en un aprovechamiento 

económico, de tal manera que permiten integrar la investigación y el manejo de sus poblaciones 

si lvestres con la conservación de sus hábitats y el desarrollo rural de los humedales (Kushlan, 

1988). Sin embargo, el desconocimiento de los beneficios que pueden brindar las especies de 

cocodrilos, en términos económicos y ecológicos a las comunidades aledañas, son el mayor 

obstáculo para el manejo y conservación de sus poblaciones. 

En México existe una veda pennanente de las tres especies desde 1970, como ya se ha 

mencionado y en 1994 la Norma Oficial Mexicana OM-ECOL-059-2001 . determinó como 

raras a las especies del género Crocodyllls, así como especie sujeta a protección especial que 

podría permitir su uso bajo normas estrictas de protección a la del genero Caiman. La 

Convención sobre el Comercio lntemacional de Especies de Flora y Fauna Silvestre (CITES) 

establece que el cocodrilo de río se encuentra en el Apéndice I. 

2.4 /MPORTANC/A DE LA ESPECIE 

a) ECOLÓGICA 

Los cocodrilos desempeñan un papel de suma importancia en el equilibrio de los 

humedales como depredadores que controlan las poblaciones de animales que coexisten con él y 

mantienen o favorecen la circulación de la energía dentro de la red trófica (SEMARNAP, 1999). 

Por lo tanto la conservación de las distintas especies de cocodrilos y su hábitat se justifica de 

manera amplia, porque su eliminación dentro del hábitat desequilibraría otras poblaciones 

animales. Además, los cocodrilos incorporan nutrientes al medio acuático a través de las heces 

producidas por la digestión de su al imento. 

Por otra parte, en lo que se refiere a estructura del hábitat, se podría decir que los 

cocodrilos actúan como un tipo de máquina «trascabo", ya que en su movimiento habitual dentro 

de su territorio forma surcos que permanecen durante largo tiempo, aun en época de sequía 

formando los llamados "gator holes" o pozas de lagarto. Estas pozas tienen la peculiaridad de 

proporcionar refugio acuático a una vasta infinidad de peces, cuando desciende el nivel agua. 
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Otra contribución de los cocodrilos a mantener la estructura de distintos hábilat es por medio de 

su trabajo como depredador regulando en las poblaciones anima les la pemlanencia de animales 

enfennos o viejos (Cifuentes y Cupul , 2004). 

Los cocodrilos 110 solo establecen relaciones de depredación en su entorno, con el pez 

mosquitero, por ejemplo establece una relación de mutualismo pues este pez se introduce al 

bocico del reptil para tomar los restos de comida, que se encuentran entre los dientes, y como 

consecuencia, el cocodrilo recibe una limpieza en la cavidad oral (Cifllenles y Cupul. 2004). 

b) ECONÓMICA 

Actualmente existe un amplio mercado para los productos obtenidos a partir de 

cocodrilos, debido a que su piel es gruesa y durable, tienen una gran demanda en la industria 

peletera internacional para la elaboración de zapatos, bolsas, cinturones, portafolios y billeteras 

(SEMARNAP, 1999). La carne de estos reptiles es considerada como una alternativa de 

alimentación, tiene un va lor nutricional de 20010 de proteína , 8.1 % de carbohidratos, 65.4% de 

humedad, 0.75% de minerales, así como 6.22% de grasa y 1.32% de colesterol. Además, en 

fechas recientes este tipo de carne tuvo mucho éxito en países de Europa, debido a la crisis de la 

enfermedad de las "vacas locas" (Cifuentes y Cupul, 2004). 

Por otra parte, las granjas de cocodrilos generan importantes ingresos vía ecoturismo ya 

que es un atractivo poco usual, lo cual h~ce que sean visitadas por muchas personas 

(SEMARNAP, 1999). Así por ejemplo, Abadía (2002) detenninó que el valor ecoturistico de C. 

aClIlus supera en gran proporción su valor comercial por medio de la piel. 

Por otro lado, la pérdida de los cocodrilos reduce el valor de los humedales (Escobedo, 

2004). 

e) CULTURA L 

Entre las ant iguas culturas mexicanas, los aztecas consumían los huevos y la carne de 

acuetzpaHn y le atribuian a las vísceras propiedades medicinales. Los mayas continuamente 

asociaron a Itzam Can Ain (monstruo cocodri lo de la tierra) con símbolos de ferti lidad del agua 

y la tierra, seguramente tenían un profundo conocimiento de su papel ecológico. Actualmente 

algunos grupos étnicos como los lacandones consumen la carne y los huevos de estos reptiles; 

estos grupos curten las pieles con una mezcla a base de corteza de caoba y mangle, además de 

9 



Antecedentes 

conocer con detalle su historia natural. Por otra parte, en Oaxaca consideran al caimán como el 

protector del grupo o comunidad, por lo cual lo respetan y veneran (SEMARNAP, 1999; 

Cifuentes y Cupul, 2004). 

En la actualidad, la utili zación del cocodri lo en las principales fiestas de algunas 

comunidades nrrales del sureste, es una actividad común y lo ofrecen como un platillo 

tradicional y en diversas regiones se le atribuyen propiedades curativas para el tratamiento de 

enfennedades como el cáncer, reumas, impotencia se"ual y asma, entre otras; contribuyendo a 

que se le capture con estos fines (SEMARNAP, 1999). 

3. DIVERS IDAD DE POBLACIONES 

En la actualidad se define a la biodiversidad corno toda variación de la base hereditaria en 

todos los niveles de organización, desde los genes en una población local o especie, hasta las 

especies que componen toda o una parte de una comunidad local y fi nalmente en las mismas 

comunidades que componen la parte viviente de los múltiples ecosistemas del mundo (Núñez el 

al., 2003). La diversidad es una característica de las múltiples formas de adaptación e integración 

de una especie a los ecosistemas de la tierra y DO un recurso que se deba explotar (Solbrig, 1994). 

La biodiversidad es el resultado de procesos y patrones ecológicos y evolutivos 

irrepetibles. El ténnino biodiversidad puede entenderse como una entidad formada por tres 

conceptos fundamentales: la diversidad de especies, la diversidad ecológica y la diversidad 

genética. 

La diversidad de especies es la variabilidad de especies que existen en nuestro planeta. 

Los científicos consideran que en la Tierra puede haber entre 40 y 80 millones de especies 

diferentes, de las cuales sólo unas cuantas han sido identificadas (Toledo, 1999). 

La diversidad ecológica por su parte, se establece por la multitud de medios donde estas 

especies se establecen formando comunidades y ecosistemas. En la Tierra existen biomas, es 

decir, regiones habitadas por ciertos tipos de vida entre las que podemos encontrar: los bosques, 

los desiertos, la tundra, el arrecife o los pastizales. La conservación de los ecosistemas naturales 

es una de las mejores fomlas para aminorar los altos niveles de extinción de las especies que se 

observan en nuestros días. Estos niveles de extinción crecen aceleradamente gracias, 

principalmente, a la actividad humana que transforma los hábitats naturales (Toledo, 1999). 
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La destrucción de los ecosistemas naturales, además de afectar directamente a la 

biodiversidad, afecta las funciones que ti enen los ecosistemas mismos, funcion es como: la 

regulación del clima, la regeneración y conservación de suelos, el mantenimiento de la 

composición química de gases en la atmósfera, la regulación de Jos ciclos del agua 

(hidrológicos), la regulación y reciclaje de la materia orgánica en descomposición, el control 

natural de plagas y el reciclaje de nutrientes (Toledo, 1999). 

La diversidad genética es aquélla que se fomla por la variabi lidad de infonnación 

genética que tienen los organismos de una misma especie. Puede ser considerada como base de la 

evolución de los organismos. Cada organismo posee una cierta infannación genética, la 

diversidad genética representa la variación de esta información heredable dentro y entre 

poblaciones de organismos, esencialmente, depende de la variación en la secuencia de bases del 

genoma (Toledo, 1999). 

La función de la diversidad genética (carga genética, expresada o no en los individuos de 

una especie) es la de mantener un reservorio de condiciones (de variación) de respuesta al medio, 

que permita la adaptación y la supervivencia. Cuando en una especie la variabilidad genética es 

grande, sus posibilidades de sobrevivir o de sobreponerse a una crisis son mayores; así mismo, 

cuando en una especie hay muy pocos organismos diferentes entre si , su fortaleza para resistir las 

adversidades di sminuye. Esto se explica porque cuando hay pocos organismos o estos son poco 

diversos, al cruzarse entre si, no tienen a mano una gran diversidad de genes, y cuando existe un 

gen adverso o defectuoso, hay pocas posibilidades de suplirlo y se manifestará cada día más en la 

población (Toledo, 1999). 

En un sentido amplio, la diversidad genética abarca todos los niveles de la jerarquía 

ecológica y taxonómica. Dentro de las especies, existen tres niveles (Dirzo y Raven, 2003): 

dentro de los individuos, entre individuos de una población, y entre poblaciones. La pérdida de 

diversidad genética tiene consecuencias graves. 

Garner el al. (2005), sugieren que la depauperización de las poblaciones reduce la 

habilidad para adaptarse a cambios ambientales. La pérdida de variación genética reduce la 

capacidad de poblaciones pequeñas de evolucionar en respuesta a las condiciones ambientales. 

II 
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Desde 1960 la teoría genética de poblaciones ha mostrado que la cant idad de variaciones 

genéticas depende de varios factores; más allá del tamaño de la población, estos factores pueden 

ser la selección, el número de loei subyacentes de los rasgos, los erectos o arreglos probables de 

nuevas mutaciones, así como el estrés genético como el ambiental (Will i el al., 2006). 

La información global sobre la diversidad genética en cocodrilos es extremadamente 

limitada. Evidencias en variación genética medida por medio de isoenzimas, muestran que la 

diversidad genética no varía al azar entre las poblac iones y especies (Dirzo y Raven, 2003). 

Brochu (2003), al real izar estudios de filogenética basados en la historia de los cocodri los, 

resalta que los integrantes de la familia Crocodylus pueden ser tomados como fós iles vivientes, 

que presentan poca divergencia entre si, concluyendo que la diversidad de los cocodrilos era 

mayor en el pasado que abora, debido a la presencia de cl imas calurosos que permitían una 

distribución mayor para los grupos, mismos que no eran mayores de cinco animales (con algunas­

excepciones); sin embargo, los fósiles de cocodrilos no son más diversos que las especies de 

abora_ 

Gamer el al. (2005) en su estudio sobre diversidad genét ica en mamíferos. concluyeron 

que la constante reducción de la diversidad genética de las poblaciones es consecuencia de las 

amenazas demográficas a las que están sujetas las especies. Por otro lado. Platt y Tborbjarnarson 

(2000b) en un estudio de poblaciones en Belice sobre el C. aClIIus, encontraron que existe poca 

evidencia sobre la recuperación de la especie en zonas pequeñas, pero concluyeron que Behce 

cuenta con una población de tamaño significativo y que j uega un papel muy importante en la 

dinámica vital de la metapoblación. Adicionalmente , recomiendan nuevas estrategias de 

conservación para la especie. 

En otro estudio realizado por Platt y Thorbjarnarson (2000a) para identificar l.s 

poblaciones de C. more/ellj , señalan que debido a la caza y protección de esta especie es posible 

que se haya extendido a zonas donde se encontraba C. acutus. 

En México se han realizado algunas evaluaciones de poblaciones de cocodrilos; en 

Micboacán. Cedeño ( 1995) llevó a cabo un estudio sobre la distribución y la situación actual de 

la especie en el estado. En la costa de Jalisco, Valtierra y Garcia (1997) ban realizado conteos 

sistemáticos desde 1996 de la población presente en la Reserva de la Biosfera Chamela­

Cuixmala; en Colima, Castillo ( 1997) realizó una evaluación de dos poblaciones silvestres. 

Navarro (1999) efectuó recorridos en la parte sur del estado localizando poblaciones si lvestres 
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de la especie, haciendo una correlación de éstas y las modificaciones del hábi tat para definir 

sitios de atención urgente. Por su parte, Sigler (1995) ha realizado evaluaciones en el estado de 

Chiapas. Así mismo, Remolina el al. (1990) y Domínguez (2002) han ll evado a cabo estudios en 

Quintana Roo. Finalmente, para el estado de Sinaloa. León el al. (1997), han trabajado en la 

Laguna de Chiricahueto evaluando la población que ah í habita y han colectado algunos huevos 

para incubarlos en condiciones controlarlas, liberando posteriormente en el mismo sitio de 

colecta a los !leona!os obtenidos (SEMARNAP, 1999). 

Actualmente, en el estado de Nayarit se está realizando un diagnóstico de poblaciones de 

C. acullls, por el Biólogo Helios Hemánrlez (sin publicar) . 

4. ESTUDIOS GENÉTICOS EN POBLACIONES 

La genética molecular nos puede auxiliar en la identificación de individuos con valor 

genético sobresaliente. ayudándonos a monitorear cambios genéticos en hatos o poblaciones; sobre 

todo de aquellas especies en peligro o riesgo de extinción (Aranguren-Méndez el al. , 2005). 

En los inicios de 1980, los genetistas comenzaron a emplear tecnologías de ADN 

recombinante, como un acercamiento al análisis de mapas clonados de secuencias de ADN de 

cromosomas específicos. La mayoria de estas secuencias no eran genes, sino marcadores de 

polimorfismos en la longitud de fragmentos de restricción (RFLPs), o polimorfismo de base única 

(SNPs), entre otros. Los marcadores moleculares son biomoléculas que se pueden relacionar con 

un rasgo genético. Las biomoléculas que pueden ser marcadores moleculares son las proteínas 

(isoenzimas) y fragmentos de ADN (nuclear o mitocondrial) de genes conocidos, cuando sólo es 

posible situar un loclIS en un cromosoma o fragmentos de secuencia y función desconocida 

(Dessauer el al., 2002, Claos, 2006; KlUDg el al., 2(06). 

Mientras estas técnicas se desarrollaban, Fred Sanger y sus colegas (1977) exploraron el 

camino de la genómica usando nuevos métodos para analizar secuencias del ADN (secuencia de 

5400 nucleótidos de l virus (DXI74). Con cientos de genomas tanto eucanolas como procanotas 

estudiados. ahora la genómica se expande a nuevas metas; en éstas se enmarcan nuevos caminos 

(KIung el al., 2006): la genórnica estructuraJ (construcción de secuencias, localización y 

construcción de mapas genéticos), genómica funcional (estudio funcional de los genes, su 

regulación y productos), y genómica comparativa (comparación de secuencias de genes o proteínas 
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de diferentes genomas para di lucidar la relación funcional y evolutiva, establecer variaciones 

genéticas entre especies). 

Los trabajos donde se han empleado microsatélites en estudios de diversidad genética son 

relativamente recientes, por lo que caracterizar las poblaciones nativas o locales mediante este 

recurso será de gran utilidad, al pennitir diferenciar y estimar la distancia genética entre razas, para 

conservar la diversidad genética al momento de emplear sistemas de conservación (Yue el al., 

1999). 

4.1 MARCADORES GENÉrICOS 

Desde la aparición de la reacción en cadena de la polimerasa (peR, por sus siglas en 

inglés) se ha desarrollado una serie de técnicas utilizadas para los estudios de variabilidad 

genética en las especies animales. Entre estas técnicas se Cita el uso de los marcadores genéticos, 

la cual se basa en la clonación y secuenciación de fragmentos de ADN, mientras que otros, más 

aleatorios, se basan en la detección de polimorfismos al azar (fingelprint markers o huellas 

digitales moleculares) (Dodgson el al., 1997). 

Desde el punto de vista molecular, la variación genómica, también es denominada como 

"polimorfismo", que deriva de los cambios espontáneos del ADN (Aranguren-Méndez el a/. , 

2005). En tanto que, un marcador de AON es simplemente un punto de referencia en un 

cromosoma, que puede o no corresponder a un gen. Los marcadores se pueden clasificar en tres: 

4.1.1. Marcadores basados en la hibridación del ADN: 

a) RFLP (I/eslriclionfragmenllenglh polymorphisms) o polimorfismos en la longitud de 

fragmentos de restricción de ADN. Este tipo de estudio involucra la detección de un 

segmento especí fico (marcador molecular) en el AON de estudio, por hibridación con 

un fragmento marcado radiactivamente de secuencia complementaria al marcador 

(sonda) . Tienen la ventaja de ser altamente reproducibles, codominantes y 

multialélicos; pero cuentan con la desventaja de ser muy laboriosos, dificiles de 

automatizar y requieren de infraestructura adecuada para trabajar con sustancias 

radioactivas que lo hace una técnica relativamente cara (Picca el al. , 2002). 

b) Los minisatélites o VNTRs (variable number tandem repeals), son un numero de 

secuencias de tamaño variable, de 10 a 60 nucleótidos. El número de veces que se 
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repite el moti vo de repetición varía mucho según la localización, lo que los hace muy 

útiles como marcadores genéticos. Una ventaja es que además de explorar el 

polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción en cada loalS, también se 

utilizan en el nÍlmero y distribución de estos loei a lo largo del genoma (Tautz, 1989; 

Weber y May, 1989; Fries el al., 1990; Picea el al., 2002). 

4.1.2. Marcadores basados en la amplificación del ADN 

La amplificación del ADN se realiza mediante la reacción de peR, técnica que se basa en 

la síntesis enzimática de millones de copias de un segmento especí fi co de ADN, que utiliza dos 

oligonucleótidos llamados "cebadores" o "primers". Para que exista amplificación del fragmento 

es imprescindible que ambos ol igonucleótidos hibriden en secuencias complementarias presentes 

en las hebras del ADN en estudio, creando la necesidad de disponer de información previa de la 

secuencia; esto dio lugar a (Gómez, 1998): 

a) RAPDs (ralldolll amplified polymorphic DNAs) o fragmentos polimórficos de ADN 

amplificados aleatoriamente; que se basa en la utilización de un único oligonucleótido de 

10 pares de bases (bp) Que híbrida al azar en el ADN. 

b) DAF (DNA amplificalionfingerprinling) y AP-PCR (arbilrary primer PCR) son técnicas 

similares a RAPDs. DAF involucra el uso de "primers" arbitrarios de longitud tan corta 

como 5 pb. AP-PCR uti liza "primers" ligeramente más largos que la técnica anterior 

(aprox. 20 pb). 

c) Microsatélites o STRs (short tandem repeat.}~ : algunos autores los denominan también 

VNTRs como los minisatélites, son regiones genómicas hipervariables constituidas por 

repeticiones en tandero de unos pocos pares de bases (1 a 6) flanqueadas por secuencias 

de copia única. 

4. / .3. Marcadores mixtos 

a) AFLP (amplified Jragmenl lenglh polymorphisms) o polimorfismo en la longitud de 

fragmentos amplificados de ADN, que pueden considerarse como una combinación de 

RFLP y RAPDs (picea el al., 2002). 
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Cuando varios marcadores moleculares se asocian inequívocamente eDil un rasgo genético, se 

dice que forman un QTL (/oei de rasgos cuantitativos o cuantificables). Un marcador molecular 

rnonomórfico es invariable en todos los organismos estudiados, pero cuando presenta diferencias 

en el peso molecular, actividad enzimática, estructura, o sitios de restricción, se dice que es 

polimórfico (Claos, 2006). 

Los microsatélites o STRs (short fandem repeat), se han elegido como marcadores de 

gran util idad para detectar flujo génico y estructuración poblacional a gran escala en especies con 

poblaciones fragmentadas o en regresión. El alto nivel de polimorfismo que se detecta con su uso, 

permite una discriminación precisa entre individuos altamente emparentados. Resultan útiles para 

definir un único genotipo mullilocus, de partículas de interés en donde se requiera un escala muy 

fina de resolución y en los cuales otros tipos de marcadores podrían presentar algunas 

limitaciones (Aranguren-Méndez el al., 2005; Contreras-Diaz el al., 2006). 

Los microsatélites se encuentran distribuidos al azar por todo el genoma, son muy 

abundantes, exhiben gran polimorfismo y son fáciles de identificar; estas circunstancias hacen 

que se utilicen como marcadores genéticos. Incluso los mapas de ligamiento (mapa de las 

posiciones relativas de los loei en un cromosoma basándose en las frecuencias con que dichos 

loei se heredan juntos) de la mayoria de los mamíferos, se están construyendo utilizando 

microsatélites como marcadores genéticos (Litt y Luty. 1989; Tautz. 1989). Estos marcadores son 

los que han despertado más interés para realizar pruebas de identificación individual. control de 

paternidad y para la caracterización de poblaciones. 

Las secuencias microsatelitales se han observado en todos los genomas eucariotas y, en 

muy poca medida, en los procariotas (Hamada el al., 1982; Tautz y Renz, 1984; Weber y May, 

1989). Se ha calculado que existen al menos 35,000 secuencias de este tipo en el genoma 

haploide humano distribuidos al azar, por lo que se cree que se encuentran cada 100,000 pb o 100 

kilobases (kb) (Weber, 1990). En los individuos eucariotas se puede encontrar, al menos, una 

secuencia rnicrosatélite cada 10,000 pb (Tautz. 1989). Parece ser que se encuentran 

unifonnemente distribuidos en los cromosomas (Litt y Luty, 1989; Tautz, 1989), aunque se ha 

observado que están poco representados en las regiones teloméricas y centroméricas, tanto en el 

Horno "apien" (Stallings el al., 1991) como en animales domésticos (Winter el al., 1992). 
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Los m;crosatélites. de acuerdo a su estructura, pueden ser de tres tipos (Weber, 1990): 

1) Perfectos, que contienen únicamente un motivo nucleolidico repetido n veces. Ej . 

(Adellina-Citosina» 

2) Imperfectos, que contienen una secuencia no repetitiva intercalada entre las 

repeticiones. Ej. (Citosina-Adenina)zAdenina-Adenina(Citosina-Adenina)12 

3) Compuestos, que están constituidos por dos o más tramos de motivos repetitivos 

diferentes. Ej . (Citosina-Timina)4(Guanina-Timina)2Citosina-Timina-Adenina­

Timina(Guanina-Timina)l s 

Los microsatélites se empezaron a utilizar de forma masiva para la construcción de mapas 

de ligamiento de varias especies de mamíferos y en 1992 se comenzaron a obtener resultados de 

estos mapas en el genoma humano y en el de ratón (Dietrich el al., 1992; Weissenbach el al., 

1992). También se han utilizado para localizar varias alteraciones genéticas humanas, y han 

acelerado la identificación de muchas lesiones en el genoma hwnano. Otros empleos de los 

microsatélites son la medicina forense, pruebas de identidad y análisis de la estructura de la 

población (Anónimo, 2006). 

En los estudios de genética de poblaciones. los marcadores penniten la identificación de 

cada alelo por locus. la obtención de datos poblacionales, y el cálculo de las frecuencias alélicas. 

De esta manera podemos estimar las distancias genéticas entre las poblaciones o entre individuos, 

así como también realizar análisis filogenéticos y de estructura de la población (Bowcock el al., 

1994; Ponsuksili el al. , 1999, citado por Aranguren-Méndez el al. , 2005). 

Los procedimientos más utilizados para detenninar el análisis de ligamiento son el cálculo 

del índice de beterocigosidad (H) y el contenido de información polimórfica (PIC). La 

heterocigosidad es la proporción de individuos que son heterocigotos en la población. El PIe está 

indicado para medir la capacidad informativa de un marcador genético polimórfico (Botstein el 

al., 1980). Los microsatélites son marcadores utilizados para la construcción de mapas genéticos 

que pueden usarse. a su vez, para buscar QTLs (loei de caracteres cuantitativos) asociados a 

caracteres económicamente importantes (Georges el al., 1995; Womack y Kata. 1995). 

La mayoria de los microsatélites son neutros con respecto a la selección y esto los hace 

útiles para realizar estudios de variación genética y de relaciones evolutivas entre poblaciones. La 

variabilidad genética se puede definir como "la capacidad genética para variar", y por ende. la 
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capacidad a responder tanto a variaciones de índole ambiental como a cambios en los objetivos 

de selección. Es así , como la variabi lidad genética constituye la base de l progreso genético 

(Rochambeau el al. , 2000). 

Los microsatélites se han empleado en trabajos muy diversos como en la caracterización 

racial, estableciendo relaciones entre diversas razas bovinas (Arranz, 1994; Machugh el al., 1994; 

Moazami-Goudarzi el al. , 1994; Moazami-Goudarzi el al., 1997) o en poblaciones de abejas 

melíferas (Estoup el al., 1994; Estoup el al., 1995) o en estudios del grado de hibridación entre 

especies muy relacionadas (Gotelli el al., 1994; Roy el al., 1994) También se ha visto que son 

útiles para la valoración de la variación genética total de una población (Gotelli el al., 1994; 

Paetkau y Strobeck, 1994; Taylor el al., 1994). Pueden usarse para calcular el tamaño efectivo de 

una población (Allen el al., 1995), y también para estudiar la subestruct\1ra de una población, 

incluyendo el grado de migración entre subpoblaciones (Gotelli el al., 1994; Allen el al., 1995), y 

las relaciones genéticas entre las diferentes subpoblaciones (Berumen el al., 1994; Bowcock el 

al., 1994; Estoup el al., 1995; Forbes el al., 1995; Lade el al., 1996). 

Los métodos basados en distancias asignan el individuo a la población genéricamente más 

cercana o próxima; para ello se requiere definir una distancia entre el individuo y la población. Se 

han defmido numerosas distancias genéticas; sin embargo las podemos agrupar en dos grandes 

bloques: las distancias entre poblaciones y las distancias entre individuos (Aranguren-Méndez el 

al., 2005). 

5. ESTUDIOS GENÉTICOS EN COCODRlLOS 

Nuestro conocimiento sobre el estatus actual de las poblaciones y ecologia de cocodrilos 

es pobre. Dever el al. (2002), mencionan que los estudios previos revelan que la diversidad 

genética entre las poblaciones de lagartos y cocodri los es baja. Sin embargo, en su estudio 

encontraron que los cocodrilos de pantano (C moreletti) presentan una alta heterocigosidad y que 

existe una variación entre las distintas poblaciones que observaron. 

Los microsatélites permiten estimar de forma precisa la vanación genética de una 

población (Dever el al., 2002). Así, las poblaciones de lagartos en Norteamérica pudieron 

distinguirse entre si, a través de los microsatélites determinados en los estudios de Glenn el al. 

(1998) y Davis el al. (2002) se observó una gran diferencia entre las poblaciones (Dessauer el al., 

2002). 
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Glelln el al. (1998) ilustraron el potencial de los microsatélites para análi sis genéticos de 

poblaciones de cocodrilos. Reportaron diferencias importantes entre poblaciones de A. 

mississljJpiensis entre las poblaciones de Florida y Louisiana, en los Estados Unidos de 

Norteamérica. 

Ray el al. (2004) en su estudio encontraron evidencias de hibridación del e moreletti y C. 

acUfUS en Belice, y mencionan que este hibridismo ha sido reportado anteriormente en estudios 

realizados por Ross y Ross (1974), Y Ross y Mayer (1983). Entre los hallazgos importantes de su 

estudio, destaca que no se sabe si las evidencias encontradas son producto de una primera 

hibridación o si provienen de generaciones anteriores, concluyendo que esta información debe ser 

tomada en cuenta al momento de desarrollar nuevos protocolos de conservación y manejo de 

ambas especies (Ray et al. , 2004). 

Russello et al. (2006) realizaron un estudio en el e porosus (cocodrilo de aguas saladas) 

y señalan que los porcentajes de hibridación con otras especies de cocodri los (e. mindorensis, C. 

Ilovaeguineae, y C. siamensis) en Palau es casi nula, descartando la posib il idad de una relación 

entre las especies introducidas y el C. porosus. 

Se han realizado algunos estudios de secuencias de ADN, y la conclusión a la que se ha 

llegado es que existe menos de 1 % de diferencia en las secuencias encontradas en el Crocodylus 

rhombifer y e acutus (Gatersy et al. , 1993; Mindell et al. , 1996). 

Por otro lado. Davis el al. (2002) en su estudio en Alligator mississippiensis en 12 

localidades distintas de Norteamérica, encontraron que entre más cerca están las poblaciones 

estudiadas, menor es la distancia genética entre ellas ~ además señalan que entre los distintos 

grupos las diferencias son en menor porcentaje, que entre los individuos de cada grupo, 

concluyendo que esto se debe a que los nos en donde se ubican son del mismo sistema de drenaje 

para las distintas poblaciones. 

Ryberg el al. (2002) realizaron otro estudio en A. mississippiensis en 6 local idades 

distintas (tres costeras y tres en la zona central de Norteamérica) ~ no pudieron comprobar las 

diferencias en la estructura genética de las poblaciones por su grado de aislamiento por la 

convergencia de los ríos. Sin embargo, presentaron evidencia suficiente para probar una 

subdivi sión de la población estudiada. 
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Glenn el al. (2002) observaron también en A. mississippiensis por medio de ADN 

mitocondrial , una baja variación genética dentro de las poblaciones estudiadas, pero una 

variación significativa entre las poblaciones, debido a su separación territorial . 

Debido a que el desarrollo de "primers" es un proceso de gran costo y mucho tiempo, los 

investigadores han intentado utilizar "primers" previamente diseñados en especies cercanas. 

Algunos de estos estudios han mostrado éxito inclusive en especies con mayor distancia (Glenn 

el al., 1996). Dever y Densmore (200 1) probaron la utilidad de marcadores diseñados para C. 

johnsoni, C. porosus (cocodrilo de aguas saladas), C. rhambifer (cocodrilo cubano), y C. 

more/etti (cocodri lo de pantano), concluyendo que los marcadores de C. johnsoni fueron los 

únicos en amplificar las muestras de ADN del cocodrilo de pantano; además de la posibilidad de 

aplicar esta técnica en otras poblaciones de Crocodylus. Por su parte, Zucoloto eL. aJ. (2002) al 

evaluar la variación microgeográfica del Vacare (Caiman lalirostl'is) de Sudaméric~ se 

encontraron con el problema de que de los marcadores desarrollados para A. mississippiensis de 

Glenn el al. (1998), únicamente 4 fueron funcionales para la especie de estudio. De ahí que 

tuvieron que desarrollar nuevos marcadores específicos para C. latiros/ris. 

6. EV ALUACI6N DE LA VARlAJJILlDAD GENÉTICA 

La variabiJidad genética es un factor clave en la evolución y manejo de las poblaciones. 

Cómo se origina y mantiene la variabilidad genética en las poblaciones, depende en gran medida 

de la posición filética de los grupos a los cuales pertenezcan (Camari llo el al., 1991). 

La variación genética se encuentra entre individuos dentro de las poblaciones y entre las 

poblaciones dentro de las especies. Las diferencias genéticas que ocurren naturalmente entre los 

organismos dentro de las especies se llaman polimorfismos genéticos, los cuales se acumulan hasta 

que se toman abundantes entre las especies, en las cuales se denominan divergencias genéticas 

(Anónimo, 2007). 

Existe una hTfan diversidad de estadísticas para cuantificar la variabilidad genética y 

resumir la información en términos más manejables. Es importante tomar los tamaños de los 

fragmentos como alelos en cada locus de rnicrosaté lite empleado; tomando el número de aJelos 

en cada locus se obtendrán las frecuencias alélicas, calculadas como frecuencias relativas al 

dividir el número para cada alelo entre el total de alelos presentes en cada 10('11s, n¡/N (Nei, 1977). 
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Los métodos estadísticos más empleados son. de acuerdo con Arenguen-Méndez el al. (2005) y 

Chakraborty y Jin ( 1993): 

a) Porcentaje de loei polimórficos: un locl/s se considera polimórfico si podemos detectar 

más de un alelo en una población. Genera lmente el criterio más util izado es el del 1 %. El 

polimorfismo será medido de acuerdo al número total de alelas presentes por !oel/S y su 

distribución en las poblaciones estudiadas por medio de histogramas. 

b) El número medio de alelos por ¡oens: indica el número medio de alelas que presenta un 

loclIs en una población. Sin embargo, dicha medida depende mucho del número de 

individuos analizados, ya que cuando el número es grande, mayor es la probabilidad de 

detectar alelas sup lementarios. 

e) Heterocigosidad observada (HO): frecuencia relativa de individuos heterocigotos 

observados en la muestra para cualquiera de los loci. Se calcula por cómputo directo. 

d) La heterocigosidad esperada (HE): probabilidad de que dos alelos tomados al azar de la 

población sean di ferentes. 

e) El índice de contenido polimórfico (PTC): este índice evalúa la infonnación de un 

marcador en la población de acuerdo a las frecuencias de los alelos. Para su cálculo se 

multiplica la probabilidad de cada posible cruzamiento (estimado a partir de las 

frecuencias alélicas) por la probabilidad de que sean informativos, es decir, que se pueda 

identificar al progenitor del que procede el alelo (Botsein el al., 1980). 
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7. PARÁMETROS Y VARiABLES PARA MEDIR LA DIVERSIDAJ) 

GENÉTICA 

A continuación se describen los parámetros y variables para la medición de la diversidad 

genética, con sus formulas correspondientes (BaJzanni el al., 2006) 

a) Frecuencias alélicas 

Número de variantes alélicas presentes en una muestra. Siendo la medida de diversidad A-I , 

ya que en una población monomórfica (homocigotica) la medida sería A- I =O. 

b) Proporción de loei polimórficos 

Ocurrencia de las diferentes fonnas genéticas de un locus en la misma población, se refiere 

a la presencia de dos o más alelos en un ¡acus. Considerando un locus polimórfico si se observan 

variaciones en la población para ese locus y si la frecuencia del alelo más común es menos o igual a 

0.99 o 0.95. en un rango que O se refiere a que no hay variación y 1 marca el índice mayor de 

variación. 

P = x / m 

P = Proporción de ¡oei polimórfico 

x = Loó polimórfico 

m = Número total de !oei 

e) Número medio de alelas por locus 

Número de alelos contabilizados en todos los loei, dividido por el número total de loci~ su 

cálculo sólo requiere contabilizar los alelos por locw; y hacer el promedio. 

d) Número de alelos efectivos (Ae) 
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Número de alelas que pueden estar presentes en UBa población, indica e l número de alelos 

esperados en cada /oe1l.'I . 

Ae ~ I/(I-h) ~ Ilrpi 

Ae = Alelos efectivos 

pi = Frecuencia de cada alelo del ¡oel/S 

e) Helerocigosidad 

Estima la probabilidad de que un individuo sea heterocigoto para ese loc1Is en la 

población. Representa la mejor medida de la variación genética por su precisión. Se puede 

estudiar como: 

Heterocigosidad observada: frecuencia relativa de individuos heterocigotos observados en 

una muestra para cualquiera de los loci, calculándose por cómputo directo. 

Heterocigosidad estimada: es la probabilidad de que dos alelas tomados al azar de la 

población sean diferentes. Esta se calcula real izando una estimación basada en el valor esperado 

condicional de las frecuencias alélicas (Diversidad genética de Nei). Su valor varía entre O y 

(Nei , 1978). 

La heterocigosis estimada para un locus se define como: 

1 

H.=I-¿p¡; 
¡o, 

= Frecuencia de los genotipos homocigotos 

Si la población se encuentra en equil ibrio Hardy-Weinberg para el loclIs (principio que 

establece que la composición genética de una población permanecerá en equilibrio mientras no 
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actúe la selección natural), entonces la heterocigosis puede ser escri ta en términos de frecuencias 

alélicas como: 

= Frecuencia esperada para I genotipos homocigotas 

f) índice de COn/en ido Polimórfico (PIe) 

Este evalúa la informatividad de un marcador en la población de acuerdo a las frecuencias 

de los alelas. Para su cálculo se multiplica la probabilidad de cada posible cruzamiento (estimado 

en frecuencias alél icas) por la probabilidad que se pueda identificar al progenitor del que procede 

el alelo (Bostein el 01., 1980). 

, , 
Pi Pj = Frecuencias de los alelos 

g) Diversidad Genética 

Función de la heterocigosis que se calcula a partir de la suma de cuadrados de frecuencias 

alélicas (Balzarini el al., 2006). 

h) Equilibrio Hardy-Weinberg (H-W) 
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La ley de H-W asume que en una población grande de individuos diploirles, con 

reproducción sex ual aleatoria, sin se lecc ión , mutación o migración, las fTecuencias génicas y 

genotípicas permanecen constantes de generac ión en generac ión. Cuando una población se 

desvía de estas proporciones se habla de desequilibrio de H-W. Éste se puede medir mediante el 

índice de fijación F (Wrigth, 1965), que se expresa para un locus cualquiera como: 

F ~ (He - Ho) I He 

He = Heterociosidad estimada 

Ha = Heterocigosidad observada 

Cuando el índice de fijación F es igual a cero, indica que la población está en equilibrio; 

mientras que si F es d iferente a ce ro, ya sea positivo o negativo. el va lor indicaría que existe un 

déficit o exceso de heterocigosis. respectivamente (Aranguren-Méndez el al. , 2005). 

i) Distancia estándar de Nei (Ds) 

Mide el grado de diferenciación existente entre una población de la misma especie o entre 

especies; son estimadores del tiempo de separación entre poblaciones y se basan en ciertas 

diferencias genéticas existentes entre y dentro de las poblaciones. 

D, ~ -In (J,y I OJ, Jy) 

Jx I Jy = Homocigosis medias sobre loei en la población X-Y. 
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H. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los cocodri los actuales son los únicos reptiles vivientes que se derivaron por la línea de 

los arcosaurios con más de 200 millones de años, con formas fósiles que tuvieron adaptaciones en 

e l transcurso de su historia. Sólo 8 de los 124 géneros descritos de Crocodylia sobreviven. con 2] 

especies reconocidas actualmente (Densmore, 1983). De las 32 especies, subespecies o 

poblaciones reguladas de cocodri los, 19 están listadas en los CITES, Apéndice 1, en tanto que el 

resto están li stadas en el Apéndice 11 (declaradas en peligro de extinción; US Fish and Wildlife 

Service, 1994). Como ya se mencionó, el cocodrilo de río (CrocodyJus acutus) recibe protección 

en el territorio nacional , al estar catalogado por la NOM-059-SEMARNAT-2001 , como especie 

amenazada, y su comercio internacional está restringido al haberse incluido en el Apéndice 1 de 

CITES. 

En el Estado de Jalisco existen esfuerzos en conjunto del Centro Universitario de la Costa 

para la reproducción de las especies que se encuentran en peligro de extinción, fomentar la 

investigación científica, así como el mejoramiento de las condiciones de vida de las especies. 

Hasta el momento se desconoce la diversidad genética de Crocodyluv acutus, infonnación valiosa 

que pennitirá hacer un uso racional en la conservación de este reptil considerado como 

amenazado. 

Actualmente existe la necesidad del uso de marcadores genéticos polimórficos en la 

investigación básica de genética, población y ecología reproductiva de los cocodrilos (Glenn et 

al., 1998). La FAO (Food and Agricultural Organiza/ion al /he Unired Nations) menciona que la 

importancia e interés de la conservación de las especies se reswnen en cuatro aspectos 

(Aranguren·Méndez y lordana, 200 1): 

1) Genético-productivo, donde la diversidad es necesaria para mantener la variabilidad de las 

poblaciones, permitiendo su adaptación a diferentes ambientes. 

2) Cientifico: el estudio de cada especie puede ser de interés para detectar genes ÚnICOS y 

valiosos, en el momento actual o en el futuro, en estas poblaciones. 

3) Histórico-cultural : representa un patrimonio genético de un país. 

26 



Plal/teamiel/to del problema 

4) Ecológico-ambiental , s iendo los ecosistemas el resultado de l equi libr io en tre clima, nora y 

fauna, y cualquier factor que afecte alguno de sus componentes estaría atentando cont ra ese 

equilibrio. deteriorando elmcdio y la simbiosis ecológica. 

Es necesario incluir el anális is genético de las variantes fenotípicas observadas para 

establecer la relación inequívoca entre fenotipo y genotipo. De esta fOn1l3 , los marcadores se 

uti li zan corno herramienta para los distintos estudios de genética poblacional. A largo plazo, la 

va riab il idad es un tesoro para las poblaciones, pues su existencia garant iza mayores posibilidades 

para la adaptación a nuevas condiciones ambientales. 
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111. OBJETIVOS 

3.1. General 

Evaluar la variabilidad genética del cocodrilo de río Ce. a CllfllS) en una población del 

pacífico mexicano. 

3.2. Específic()s 

Evaluar el funcionamiento y aplicación de los marcadores moleculares desarrollados para 

el cocodri lo australiano de agua salada (C.johnsoni) en cocodrilo de río (e. aculus). 

Detenninar el nivel de variabilidad genética en la población estudiada, utilizando 

marcadores por medio de microsatélites. 

IV. HIPÓTESIS 

Debido a las caracteristicas de la población de cocodrilos de la Unidad de Manejo Animal 

(UMA) "Cipcactli", Puerto Vallarta, Jal. que consiste en recibir y capturar ejemplares de distintas 

procedencias, la población presentará diferencias genéticas. 
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V. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1. ANEA DE ESTUDIO 

El presente estudio se llevó a cabo en el Centro Universitario de la Costa de la 

Universidad de Guadalajara en Puerto Vallarta (Fig. 4) situado al poniente del estado de Jalisco, 

en las coordenadas: 20"27'00" a los 20'59'00" de latitud norte y los 104'55'00" a los 

105°33' OO" de longitud oeste, a una altura de 2 metros sobre el nivel del mar. Limita al norte con 

el Estado de Nayari t, al sur con el municipio de Cabo Corriente y Talpa de All e nde ~ al oriente 

con San Sebastián y Mascota, y al poniente con el Océano Pacífico (lNEG I, 2009). 

-• ---
Figura 4. Puerto Vallarta. Jali sco (Encicloped ia de los Municipios de México, 2007) 

El Centro Universitario de la Costa de la Universidad de Guadalajara es miembro activo 

de la Asociación de Zoológicos, Criaderos y Acuarios de la República Mexicana, A. C., 

AZCARM, cuya finalidad es la de trabajar en conjunto por el desarrollo y avance de los distintos 

zoológicos, criaderos y acuarios del país, a través de la implementación de programas de 

conservación. investigación así como de la educación. 

El Centro cuenta con un reptiliario (Cipactli) que funge como refugio para cocodrilos que 

han sido capturados tanto en zonas aledañas como poblaciones al sur y norte de Puerto VaUarta 

(Platanitos Nayarit, Manzanilla Jalisco). 
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5.2. CAPTURA DE LOS ANIMALES 

Las capturas de los animales se realizó en conjunto con personal de la Delegación de 

SEMARNAT Nayarit, debido al conocimiento que tienen del área, en el "Reptilario Cipactli". del 

Centro Universitario de la Costa, de la Universidad de Guadalajara, en Puerto Vallarta. Jalisco. 

Las capturas realizadas en cocodrilos adultos y reproductores (animales de más de 1.25 

m) fueron por medio de cuerdas de tensión para manejo, sogas, y ligas, de la siguiente manera: 

3. Se coloca Wl3 soga por detrás del cuello 

del animal, procurando pasarla por una de sus 

extremidades anteriores. Es importante llevar 

al animal a una zona segura para su manejo 

posterior, alejado de los cuerpos de agua. 

b. Se sujeta el max ilar superior del cocodri lo 

con una cuerda de tensión que contenga un 

seguro para evitar que se resba le. 

c. Sin soltar la cuerda de tensión, se rodean 

ambos maxilares con una cuerda para cerrar 

la boca del animal realizando un nudo simple. 
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d. Una segunda soga debe ser colocada por 

detrás del cuello, de tal forma que cada soga 

pueda ser tensada en una ángulo de 45° con 

respecto al animal . 

e. La cola debe ser sujetada por dos sogas, 

una en la parte anterior y otra en la zona distal 

de la cola; ambas sogas deben sujetarse a una 

estructura fija . 

f. Las extremidades se sujetan entre ellas, 

elevándolas del piso, cuidando de no teosarlas 

en exceso y producir un daño al animal. 

g. Una vez sujetado el animal. se le cubren 

los ojos con un trapo para no permitirle 

visibilidad alguna. 

Material V Métollos 
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En el caso de anima les juveniles, la sUjeción se llevó a cabo de fOfma manual, 

sujetándolos por detrás del cuello, se les colocó una cinta adhesiva sobre los maxilares para evitar 

mordidas y se les transportó con ayuda de dos personas, una que lo sujetó del cuello y la parte 

anterior del cuerpo, y otra que contuvo la parte posterior de l cuerpo y abrazaba la cola de los 

animales. 

5.3. MUESTREO SANGUÍNEO 

Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena yugular por medio de una punción de 

forma vertical sobre la línea media de la cabeza, delante de las escamas post occipitales. Se 

empleó una jeringa de 3 mI y una aguja 18 G x 38 mm, procurando no causar daño a los animales 

(Figs. 5a y e). 

Debido al tamaño en los animales reproductores fue necesario colocar un soporte por 

debajo de la cabeza sobre el cuello, que pennitiera mantener en extensión la zona cervical para 

facilitar la obtención de la muestra (Fig. 5b). 
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Figura 5. A) Punción sobre la línea media de la cabeza en un 
soporte debajo de la cabeza. C) Punción para la extracción de sangre. O) Extracción de muestra 
de sangre en un animal juvenil. 

Una vez obtenida la muestra de sangre. se colocó en un tubo de vidrio al vacio con EDTA, 

para evitar que se coagulara al inactivar los iones de calcio que son necesarios para el mecanismo 

nonnal de la coagulación (Rodriguez el al. , 2006). 

5.4. REGISTROS BJOMÉTRlCOS MORFOLÓGICOS 

En los animales juveniles (menores a 1.25 m) se tomaron los datos biométricos 

morfológicos (Fig. 6) para completar los registros de cada individuo (Anexo 1). 
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Figura 6. a) Conteo de escamas caudales. b) Conteo de escamas dorsales. e) Medición del ancho 
del hocico en la punta. 

5.5. EXTRACCIÓN DE ADN Y AMPLIFICACIÓN POR PCR 

Las extracciones de ADN se realizaron a partir de sangre empleando: 

A) Extracción y purificación de ADN de sangre con la técnica salina (Anexo 2). Protocolo 

previamente descrito por Sarnbrook el al. (I989), con algunas modificaciones realizadas 

en el laboratorio de Genética Molecular de la Unidad Académica de Medicina Veterinaria 

y Zootecnia de la Universidad Autónoma de Nayaril (UAN), y en el de la Facultad de 

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UAN (modificado por Lemus. comunicación 

personal). 

B) Extracción y purificación de ADN de sangre (Anexo 3). Protocolo descrito por Sambrook 

el al. (2001), modificado en el laboratorio de Microbiología Agropecuaria de la 

Universidad Autónoma Metropolitana, Unidad Xochimilco (UAM-X). 

C) Extracción y purificación de ADN de coágulo de sangre (Anexo 4). Protocolo 

previamente descrito por Sambrook el al. (1989). 

Para las extracciones realizadas en el laboratorio de Genética Molecular de la UAN, se 

realizó una revisión de la cantidad y calidad de la muestra, tiñendo con bromuro de etidio por 

medio de electroforesis de agarosa al 1%. Las condiciones de electroforesis uti lizadas fueron de 

30 min a 90 voltios. Al ténnino de la electroforesis, los productos se visualizaron en un 

transluminador de luz UV utilizando como marcador de peso molecular )JBstEll teñidos con 
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bromuro de elidio, a una concentrac ión final de 5 J.tg/ml durante 5 min. considerándose como 

purificaciones óptimas aquellas que presentaban una banda única, intensa y de alto peso 

molecular. 

La revisión de la cantidad y calidad de ADN de la muestra de sangre y coágulo realizadas en 

el laboratorio de Microbiología de la UAM-X. se realizó por medio de elecrroforesis en ge les de 

agarosa de 0.8% a 2%. Las condiciones de elecrroforesis fueron 45 min a SOY. A su ténnino, los 

productos se visualizaron en un fotodocumentador. utilizando un marcador de peso molecular 

'!..DNNHilld III , teBidos en bromuro de etidio. 

La concentración de ADN, pureza y longitud de los fragmentos se obtuvieron por 

especrrofotometría en la región ultravioleta a 260 nm. 

La amplificación del ADN se realizó por medio de PCR, en termociclador con los siguientes 

parámetros (Dever y Densmore, 200 1): 

1) Desnaturalización a 94°C por 3 mino 

2) 30 ciclos a 94'C por 15 seg. 

3) Anillamiento a 58-67'C por 15 seg (dependiendo de la temperatura de anillamiento de 

cada "primer"). 

4) Extensión a 72'C por 50 seg. 
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Debido a la carencia de iniciadores ("primers") específicos para e aClIllIS. se decidió 

uti lizar 7 microsatélitcs desarrollados para otra especie de cocodrilos (C.johnson) (Cuadro 1). 

Cuadro 1. Secuencia de "primers" 5' a 3' de CrocodY/lIsjoJlI/soni. 

Locus Primcrs Temperatura 1'all\.1110 (pb) 
de ilnillamicn!o 

Cj/6 F:CA TOCA GA T TOT T AT TCC TOA TO SR 132- 152 
R:TGTCATGGTGTC AATTAA AcrC 

ej/8 F:ATC CM ATe ceA TOA ACe TOA GAG 60 19().192 
R,CCG AGT GCT T AC AAG AGG CTG G 

Cj20 F:ACA ATO GGG ATe AGT OCA GAG 62 149-179 

R,GTT TCA AAT CCA CAG TCA TAT AGT CC 
Cj35 F,GTT T AG AAG TCT CCA AGC CTC TCA G 58 144-165 

R,erG GGG CM GGA TIT MC TCT C 
Cj/09 F,GTA TTG TCA ACC CCA CCG TGT C 67 362-379 

R:GlT TCC CCTCCA CAG ATr TAcrro e 

CjIJ9 F,GTT TGC TGTGGA ATG TlTCTA C 60 175-179 
R,CGC T ATA TG AAA CGG TGG CTG 

CjJ3J F,Grr TGT e rr e lT CCT cer GTC CCT C 60 21()'2 18 
R,AAA TGC TGA CTC CTA CGG ATG G 

Tomados de Fi tzS irnmons el al., 2000. 

Una vez amplificado el ADN, los fragmentos resultantes fueron separados en función de 

su tamaño. primero por electroforesis en gel de agarosa 0.8-2.5% y después en electroforesis en 

gel de poliacrilamida al 12%. Las bandas obtenidas se tiñeron con bromuro de etidio, y su 

concentración fue calculada por la intensidad de la banda por medjo de sistemas automatizados 

(Sambrook el al., 1989). 
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5.6. ANAL/SIS ESTADÍSTICOS 

La identificación de l tamaño de los fragmentos ampl ificados (alelas) fue a través del 

programa Peak Sean, una vez obtenidos se estimó la diversidad genética presente dentro de la 

población con los siguientes parámetros: 

a) Frecuencias alélicas 

b) Proporción de loei poLimórficos 

e) Número medio de alelas por loclIs 

d) Número de alelas efectivos 

e) Heterocigosidad 

f) Índice de contenido polimórfico 

g) Diversidad genética 

h) Distancia estándar de Nei 

i) Equilibrio de Hardy· Weioberg 

Para calcular las frecuencias aJélicas. número de alelas, heterocigosidad. diversidad 

genérica, y contenido polimórfico, primero se elaboró una matriz en donde se le asignó una 

unidad alfabética a cada alelo presente en cada locus. 

Los análisis estadísticos se realizaron por medio del sofware lnJo·gen (Balzarini el al. 

2006). software Pbylip para la elaboración de la fílogenia; así como Excel para calcular el 

equilibrio de Hardy·Weioberg. 
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VI. RESULTADOS 

El ADN de las muestras de sangre de cocodrilo obtenidas en el Laboratorio de Genética 

Molecular de la UAN fue visualizado en geles de agarosa al 0.8%, teñidos con bromuro de elidia 

(Figs. 7a y 7b). En el primer carril se puede observar el marcador molecular empleado 

(J..DNN Hind [JI). En los carriles 3, 4, 5 de la Figura 7.., se puede visualizar el ADN, de igual 

manera en la Figura 7b, Ios carri les 3 y 4 muestran la presencia de ADN. 

a. ADN Cocodri lo b. ADN Cocodrilo 

23,I30pb 
23, I30pb 

Figura 7. Visualización ADN cocodri lo 

En las extracciones de ADN realizadas en el Laboratorio de Microbiología Agropecuaria 

de la UAM-X (Fig. 8), se pudieron visualizar las bandas provenientes de las muestras de sangre 

de cocodrilo (carriles 2 y 3) en un gel de agarosa al 0.8%, teñido con bromuro de elidia , con un 

marcador J..DNN Hind lIT (carril 1). 
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ADN 

23 .130nb+----

Figura 8. Visualización ADN Cocodrilo (Extracción UAM-X) 

En la Fig. 9 puede observarse en un gel de agarosa al 0.8%, teñido con bromuro de etidio. 

el ADN obtenido de los coágulos de sangre de cocodrilo; en el primer carril se observa el 

marcador ADNNHind 111. 

23. 130pb 
ADN 

Figura 9. ADN Cocodrilo (Coágulo sanguíneo) 
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Por medio de un espectrofotómetro se realizó la cuantificación de las muestras de AON de 

cocodrilo, tanto de las extracciones provenientes del Laboratorio de Genética Molecular de la 

Unidad Académica de la UAN , como las realizadas en la UAM-X (Cuadro 3). Las muestras con 

un valor cero corresponden a las muestras que no se visual izaron en los geles. 

Cuadro 3. Valores obtenidos por espectrofotometría. 

Muestra Concentración Concentración Concentración Registro 

Extracción Nay ~ g/ ml Extracción UAM Extracción UAM Muestra 

(Sangre) ~ g/ ml (Sangre) ~ g/ ml (*) 

(Coágulo) 

Cocl 
1 

0(-0.51 ) 
1 1 

XJOOO'" 

Coc2 
1 

1.542 1 
1 1 

QI 

Coc3 
1 

0.345 1 
1 1 

Q2 

C0c4 
1 

2.0932 
1 1 

Q3 

Coc5 
1 

0(-0.18) 
1 

25.80 
1 

Q4 

Coc7 
1 

0(-6.08) 
1 

29.28 ] Q5 

Coc8 ] 0.7304 
1 ] I Q6 

Coc9 
1 

0.9208 
1 1I 1 

Q7 

Charlie 
1 1 1 

4. 27 
1 

Q8 

Coc6 
1 

0(-1.31) 
1 1 

13.93 
1 

Q9 

(.) = Los datos de cada muestra pueden observarse en el Anexo 5. 

RESULTADOS PRIMER CjJ6 

Los productos obtenidos por PCR a una temperatura de alineación de 58°C del primer 

Cj l6 (Fig. lO) fueron visualizados en gel de agarosa al 0.8% (a) y al 1,2% (b). En la Fig. lOa, se 

utilizó un marcador molecular 'ADNN Hind rrl; sin embargo, aunque los productos que se 

observan (132- 152pb) pueden distinguirse, fue necesario realizar un nuevo gel de agarosa al 1.2% 
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3 ,130pb 

ReslIltados 

por su mayor rango de separación de fragmentos y nitidez (Fig. 1 Oh), con un marcador molec ular 

l..ONN Hind 111 para 564 pb, y un marcador 123 ONA ladderpara 123 pb. 

3. Gel agarosa 0.8% 

23, 1 

Residuos 
Primers 

b. Gel agarosa 1.2% 

Figura 10. Amplificaciones PCR 

Los geles de agarosa tienen un amplio rango de separación. pero una resolución 

relativamente baja; variando la concentración de agarosa, se pueden separar fragmentos de ADN 

de 200 a 50,OOOpb. En cambio los geles de poliacrilamida tienen un rango de separación bajo y 

un alto nivel de resolución, son usados para separar fragmentos menores a 500pb, penniriendo la 

visualización de fragmentos que difieran en un solo par de bases. 

Debido a la falta de nitidez de los productos obtenidos en las amplificaciones de PCR, se 

realizó una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% (Fig. 11) uti lizando un marcador 

molecular 123DNA ladder para 1 23pb. pennitiendo una mejor visualización de los productos. 

41 
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246pb 
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369pb 

246pb 

123pb 

Figura 11. Gel poliacrilamida al 12% Primer Cj 16 

Figura 12. Gel poliacrilamid •• 112% Primer Cj / 6 

ReslIltmlos 

72pb 

152pb 
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En la Fig. 12 pueden observarse bandas de mayor nitidez con un peso molecular 

aproximado de 132- 164pb, valores reportados previamente por Fitzsiml110ns el al. (2000). En las 

muestras Ql, Q4, Q5, también se pueden visual izar bandas de mayor tamaño (730-850pb). 

De las bandas obtenidas en cada lIna de las muestras puede denotarse por sus 

características tres grupos de individuo, un primer grupo (Q2, Q3, Q6) integrado por dos bandas 

(109- 145pb peso aproximado); el segundo ¡¡rupo (Q I, Q4, Q5) con presencia de tres bandas (11 5-

131-188pb) Y un tercer grupo (Q7) con dos bandas (123- 147pb). 

RESULTADOS PRiMER Cj/8 

Figura J 3. Gel poliacrilamida al 12% Primer Cj 18 

De las ampli ficaciones obtenidas con una temperatura de alineación de 60ce con el Primer 

Cjl8 (Fig. 13) en un gel de potiacri lamida al 12%, se puede visualizar un bandeo de mayor 

intensidad con un peso aproximado de 200-220pb en cada una de las muestras, de la misma 

manera que se preselltall un grupo de bandas ¡nespecí ficas que van desde las 390pb a 700pb 

aproximadamente. 
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Figura 14. Gel poliacri lamida al 12% Primer CjJ8 

En la Fig. 14, las muestras Q7 y Q9 presentan un primer bandeo de mayor intensidad, de 

un peso aproximado 21O-250pb, así como un bandeo inespecífico con menor intensidad (430-

500pb). En el caso de Q8 únicamente presenta la amplificación de una banda con un peso 

aproximado de 21 Opb. 

RESULTADOS PlUMER Cj20 

fitzsimrnons (2000) reportó la obtención de amplificaciones con el Primer Cj20 para C. 

johnsoni, con una temperatura de alineación de 62°C; en el caso de C. aclIIus fue necesario un 

ajuste de temperatura a 58°C en el cual se obtuvieron bandas con una peso aproximado de 40-

5Opb, visualizados en un gel de poliacrilamida al 20% con un marcador de lOOpb DNA Ladder y 

un marcador de 10pb DNA Ladder (Fig. 15). 
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200pb 

100pb 

Figura 15. Gel potiaerilamida al 20% Primer Cj 20 con albúmina 

Figura 16. Gel poliaerilamida al 20% Primer Cj20 

Resultados 
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En la Fig. 16 puede observarse un bandeo de 40- 50pb (aproximadamente) en todas las 

muestras. Las muestras Q9 y Q5 son las únicas que presentan bandas con un peso aproximado de 

l 79-200pb. 

Para poder confinnar los resultados obtenidos se corrió un PCR en un termociclador de 

gradientes con la muestra Q9, donde las amplificaciones se realiZ<lron con una temperatura de 

alineación de 58° a 62°C. En la Fig. 17 (a y b) pueden observarse las ampli ficaciones obtenidas, 

en todos los casos se visual iza n bandas con un peso aproximado de I 75- 200pb, as í como bandas 

por debajo del marcado de 100pb DNA Ladder. 

a) Temperatura de alineación 

de 5S" a 59.6 

b) Temperatura de alineación 

de 60.2" a 62" 

Figura 17. Gel agarosa 2.0% muestra Q9 y Primer Cj20 

Utilizando de referencia el resultado obterudo, se corrió un nuevo PCR con todas las 

muestras a una temperatura de alineación de 61 .6°C. temperatura a la cual las bandas (1 75-220pb) 

se visualizan con mayor nitidez. 
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a) Muestras Q I-Q3 b) Muestras Q4-Q9 

Figura 18. Gel agarosa 2.0% Primer epo 

En la muestra visualizada en un gel de agarosa al 2.0% (Fig. 18a) se observan bandas por 

debajo del marcador molecular de 100pb DNA Ladder. En la Figura 18b las muestras Q4, Q5, Q8 

Y Q9, presentan bandas de un peso aproximado de I 75-200pb al igual que una amplificación por 

debajo del marcador molecular. 
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NESUUADOS !'N/Mm? (]35 

Figura 19. Gel poliacrilamida al 12% Primer Cj 35 

En las amplificaciones obtenidas con una temperatura de alineación de 58°C con el primer 

Cj35 (Fig. 19) en un gel de poliacri lamida al 12%, se observa un bandeo de mayor intensidad con 

un peso aproximado de 1 89-236pb. Dentro de las muestras QI, Q2, Q3, Q4, Q5 Y Q7, se pueden 

visualizar bandas ¡nespecíficas de menor nitidez (400 y 500pb). 

Figura 20. Gel poliacrilamida al 12% Primer Cj35 
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En las muestras Q5, Q9 (Fig. 20) puede observarse con mayor intensidad la presencia de 

dos bandas con un peso aproximado de I 73-200pb. además de presentar un bandeo de mayor 

peso mol ecular (300-4 15ph). En el caso de Q7 y Q8 únicamente se observa una banda sencilla de 

173pb (peso aproximado). 

RESULTADOS P/UMER Cj /09 

En los productos obtenidos por PCR con una temperatura de alineación de 64°C del 

Primer Cjl09 (Fig. 21) se visualizan un primer grupo de banda de mayor nitidez con un peso 

aproximado de 3 10-370pb y un segundo grupo de bandas de menor intensidad de 500 a 600pb 

aproximadamente. Las muestras Q 1, Q2, Q3, Q4, Q5 Y Q7 presentan un tercer grupo de bandas 

con un peso aproximado de 900 a 1501pb. 

- fP""1["'1 ~ - - _ . .- , -_.- ~,--

l~ 1:::;::/ 

,~ ~ 
~ -- .=, - = = = = .- ,. .- - ~ ., 

- - , 
r 

-- Q' ---Q:: Q} Q4 Q5 Ció Q7 

" 

Figura 21. Gel poliacrilamida al 12% Primer Cj 1 09 

RESULTADOS PIUMER Cj/ /9 

En la Fig. 22. se observan las amplificaciones obtenidas con una temperatura de 

alineación de 60°C del Primer Cj119 en un gel de poliacrilamida al 12%, uti lizando WI marcador 

molecular DNAl23 Ladder para l23pb. 
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Figura 22. Gel poliacrilamida al 12% Primer Cj 119 

Figura 23. Gel Poliacrilamida Primer Cj 119 

En la Fig. 23 pueden observarse las bandas obtenidas con mayor nitidez con un peso 

aproximado de J 79-21 Oph; en todos los casos se presenta un bandeo inespecífico de 47Opb. con 

menor nitidez. 
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~igura 24. Gel poliacrilamida al 12% Primer Cj119 

De la amplificación obtenida del Primer Cj 119 (Fig. 24) se puede observar que la muestra 

04, presenta un bandeo de mayor nitidez con un peso aproximado de 166-211 pb, as í como un 

bandeo inespecífico de mayor peso molecular (349-380pb), en el caso de Q9 se visualiza una 

banda de mayor nitidez (175pb) seguida de una de menor intensidad (2 16pb). 
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RESU/.TADOS PRIMER Cj l31 

Figura 25. Gel poliacrilamida al 12% Primer Cjl31 

De las amplificaciones obtenidas con el Primer Cj13) con una temperatura de alineación 

de 60·C (Fig. 25), puede observarse en las muestras Q 1, Q2, Q3, Q4 Y Q7 una banda de peso 

aproximado de 200pb. 

Figura 26. Gel poliacrilarnida al 12% Primer Cjl31 

200pb 

Bandas por 
debajo del 
marcador 
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Las mueSlras Q4 y Q9 (Fig. 26) presentan una banda de peso aproximado de 200pb, 

también pueden observarse bandas por debajo del marcador de IOOpb DNA l.adder. 

200pb 

40-50pb 

Figura 27. Gel poliacri lamida al 20% Primer Cj131 

Se corrió un nuevo gel de poliacrilamida al 20% con los productos obtenidos de PCR de 

las muestras Q4, Q8 Y Q9 (Fig. 27), con un marcador molecular de 100pb DNA IAdder y un 

marcador de IOpb DNA Ladder. En todas las muestras se observa una ampl ificación con un peso 

aprox.imado de 40--50pb. Las muestras Q4 y Q9 presentan un segundo grupo de bandas con lID 

peso de 200pb. aproximadamente. 

En la Fig. 28 se presenta la visualización de dos electroferogramas con los que se 

determinaron por medio de un secuenciador los tamaños exactos de los fragmentos obtenidos. 

53 



ReslIltados 

o lotl 200 300 400 SOD 600 

FIgura 28. Electroferogramas 

ANÁLlS1S ESTADíSl1COS 

En el Cuadro 4 se observan los fragmentos amplificados (alelo) de cada iniciador (/ocus) 

obtenido de las muestras de ADN de cocodrilo con un secuenciador y analizados por medio del 

programa Peak Sean. Los valores que se presentan en cero. son aquellos que no amplificaron. 

Cuadro 4 _ Tamaño de fragmentos (alelos) por individuo y locus (iniciador) 

LoculI Cj/6 CjJ8 Cj20 Cj35 Cj/09 Cj1l9 CjJ31 

Individuo 

Qt \52- \74 200-202 O \65- \67 373-375 \76- \76 O 

Q2 \50-152 200-202 172·210 \63-\65 379-38\ \76- \76 O 

QJ \50- \52 O 172-172 \2\-\65 379-38 \ 176-176 O 

Q4 \48- \48 \98-200 O \63-\65 O 176-176 2 \5-2\5 

Q5 \50-152 200-202 O \2\-\65 373-375 \76-176 2\5-2 \5 

Q6 \50-152 198-200 O \63-\65 373-375 O O 

Q7 \74- \78 200-202 O O 367-375 O O 

Q8 \50-152 O O O O 248-248 O 

Q9 \52- \74 200-202 172- 172 \63- \65 375-377 O O 
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El iniciador el' /3/ fue eliminado de los cálculos estadíst icos debido al bajo número de 

alelas monomórficos que ampli ficaron. 

En los Cuadros 5 y 6 se presenta la matriz de asignación alfabética para cada alelo 

presente en cada locus, con el que se realizó el cálculo de las frecuencias alélicas (Cuadro 7). 

Cuadro 5. Asignación de unidad alfabética a cada alelo presenle en los loei Cj16, Cjl 8 Y Cj20 

Cj/ 6 CjJ8 Cj20 

In llh'hluo AleJo Imlividuo Alelo Ind ividuo Alelo 

Q4 148 A Q4 198 A Q2 112 A 

Q4 148 A Q6 198 A Q3 172 A 

Q2 150 B QI 200 B Q3 172 A 

Q3 150 D Q2 200 B Q9 172 A 

Q5 150 B Q4 200 B Q9 172 A 

Q6 150 B Q5 200 D Q2 210 B 

Q8 150 B Q6 200 B 

Ql 152 e Q7 200 B 

Q2 152 e Q9 200 B 

Q3 152 e Ql 202 e 
Q5 152 e Q2 202 e 
Q6 152 e 
Q8 152 e 
Q9 152 e 
Ql 174 D 

Q7 174 D 

Q9 174 D 

Q7 178 E 

Cuadro 6. Asignación unidad alfabética a cada alelo en los loei Cj35, Cjl09 y CjJJ 9 

CjJ5 Cj/ 09 CjJJ9 

Individ uo Alelo Individuo Alclo Individuo Alelo 

Q3 121 A Q7 367 A QI 176 A 

Q5 12 1 A QI 373 13 QI 176 A 

Q2 163 B Q5 373 B Q2 176 A 
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Q4 163 U Q6 373 U Q2 176 A 
Q6 163 11 Ql 375 e Q3 176 A 

Q9 163 II Q5 375 e Q3 176 A 

Q l 165 e Q6 375 e Q4 176 A 
Q2 165 e Q7 375 e Q4 176 A 

Q3 165 e Q<J 375 e Q5 176 A 
Q4 165 e Q9 377 1) Q5 176 A 

Q5 165 C Q2 379 E Q8 248 B 

Q6 165 e Q3 379 E Q8 248 o 
Q9 165 e Q2 38 1 l' 

Ql 167 1) Q3 38 1 F 

Cuadro 7. Frecuencias alélicas relativas Eor locus analizado. 
Alelo A B e D E F TOTAL 

Loe • • 

Cj16 0,111 0,278 0,389 0,167 0,056 1,0 

ej/8 0,143 0,500 0,357 1,0 

Cj20 0,833 0,167 1,0 

Cj35 0, 143 0.286 0,500 0,071 1,0 

Cjl O9 0,07 1 0,214 0,357 0,07 1 0,143 0,143 1,0 

Cj1l9 0,833 0,167 1,0 

( - ) Indica ausencia del alelo respectivo. 

En el Cuadro 8 se muestra la matriz de los datos genotípicos de los individuos por cada 
locus, con la cual se calcularon las frecuencias genotípicas presentes (Cuadro 9). 

Cuadro 8. Matriz de datos genotípicos presentes en cada locus en la población 
Loe. . Cj16 CjJ8 Cj20 Cj35 Cjl 09 Cj1l9 

Individuo 

Ql el) Be el) Be AA 

Q2 De Be AO Be El' AA 

Q3 oe AA Ae EF AA 

Q4 AA AS BC AA 

QS OC Be Ae oc AA 

Q6 Be AS Be Be 

56 



Resultados 

Q7 OE De AC 

Q8 BC BB 

Q9 eo BC AA BC CO 

Cuadro 9. Frecuencias genotípicas por locus 
Locus Genotipo Frecuencia Locus Genotipo Frecuencia 

Cjt6 AA 0,111 Cjt8 AB 0,286 

BC 0,556 BC 0,7 14 

CD 0,222 

DE 0,111 

Cj20 AA 0,667 Cj35 AC 0,286 

AB 0,333 BC 0,571 

CD 0,143 

Cjt09 AC 0,143 Cj119 AA 0,833 

BC 0,429 BB 0,167 

CD 0,143 

EF 0,286 

El Cuadro 10 presenta los valores obtenidos de diversidad genética, heterocigosidad 
(estimada y observada), índice de contenido polimórfico y alelas efectivos. Los resultados 
obtenidos por el Índice de fijación F se presentan en el Cuadro 11. 

Cuadro 10. Valores obtenidos eor medio del software Inlo-s.en 
Locus DG Ho H. PIe A. 

Cj/ 6 0.728 0.889 0.771 0.684 3.682 

Cj/8 0.602 1.000 0.648 0.523 2.513 

Cj20 0.278 0.333 0.333 0.239 1.385 

CjJ5 0.643 1.000 0.692 0.585 2.800 

Cjl09 0.776 1.000 0.835 0.744 4.455 

CjJ19 0.278 0.000 0.303 0.239 1.385 

Media 0.55 \ 0.704 0.597 0.502 2.703 

00= Diversidad genética, He= Heterocigosidad estimada, Ho= Heterocigosidad observada, 

PIe= Índice de contenido polimórfico, Ae= Alelos efectivos. 
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Diagrama l . Diversidad genética, He= Heterocigosidad estimada, Ho= Heterocigosidad 

observada, PIe= Índice de contenido polimórfico, Ae= Alelos efectivos 

Locus 
Cj16 
Cj18 
Cj20 
Cj35 

Cjl09 
Cj119 
Media 

Cuadro 11. Índice de fijación F 

H. 
0,889 
1,000 
0,333 
1,000 
1,000 
0,000 
0,704 

He 
0,77 1 
0,648 
0,333 
0,692 
0,835 
0,303 
0,597 

F 
-0,153 
-0,543 
0,000 
-0,445 
-0,198 
1,000 

-0,179 

58 



ReslIltados 

Cuadro 12. Distancias estándar de Nei entre individ uos (0.1) 

QI Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 Q9 

Q I 0.00 0.48 0.77 0.69 0.18 0.67 0.75 2. 14 0.69 

Q2 0.48 0.00 0.24 0.62 0.36 0.75 1.52 1. 52 0.62 

Q3 0.77 0.24 0.00 0.95 0.48 1.26 - 1.52 0.77 

Q4 0.69 0.62 0.95 0.00 0.69 0.90 2.14 - 1.39 

Q5 0. 18 0.36 0.48 0.69 0.00 0.49 1.04 1.45 0.88 

Q6 0.67 0.75 1.26 0.90 0.49 0.00 1.24 1.24 0.67 

Q7 0.75 1.52 - 2.14 1.04 1.24 0.00 - 0.75 

Q8 2.14 1.52 1.52 - 1.45 1.24 - 0.00 2. 14 

Q9 0.69 0.62 0.77 1.39 0.88 0.67 0.75 2. 14 0.00 
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02 

04 

03 

Q7 

Q8 

Q1 

Q5 

Q6 

09 

Figura 29. Árbol de distancias estandarizadas de Nei. 
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VII. DISCUS1ÓN 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la variabi lidad gené tica de una población de 

cocodri lo de río utilizando marcadores moleculares (microsatélites). Al no existir marcadores 

especí fi cos de la especie, se emplearon microsatélites desarrollados para e porosus (Fi tzsimons 

2000). La selección de los marcadores se detenninó en un primer plano por el alto costo y tiempo 

que requiere desarrollarlos; un segundo criterio fue con base a estudios previos en los que se 

comprobó su func ionalidad en diversas especies de cocodrilos (c. nilolicus, C. more/e/h, C. 

simmesis y Osteo/aml/s) (Dever y Densmore 200 1; Dever el al., 2002). 

Los siete iniciadores utilizados en esta investigación fueron amplificados exitosamente, 

concordando con los reportados en otro estudio en cocodrilo de río (e. aClIllIs) (Rodríguez, 

2007); cocodrilo de pantano (e. moreJe/ii) (Dever y Densmore, 2001 ; Dever e/ aJ., 2002) Y 

cocodri lo de agua salda (e. porosus) (Isberg e/ aJ., 2004). 

Pese a esto, el loclIs Cl' 131 fue descartado del análisis estadístico debido al 

monomorfismo que presentó, considerándose a todos los individuos homocigóticos para ese 

IOCllS , resultado que contrasta con los obtenidos por Dever y Densmore (2001), en cuyo estudio 

en el cocodrilo de pantano, el iniciador Cl'13 / fue funcional para e. more/etii, así como para 

cuatro representantes del género, concluyendo que podría ser un marcador que denotara el género 

Crocodylus. 

En los seis locus restantes se calculó el número de variantes alélicas, observándose que 

Cl'109 es el que presentó un mayor número de frecuencias alélicas, seguido de Cj/6, Cl'35 y Cj18, 

respectivamente; en el caso de Cjl/9 y Cl'20 resultaron las dos frecuencias más bajas. Al 

comparar estos resultados con las frecuencias genotípicas obtenidas, puede observarse cómo 

Cjl09 es el /ocus que presenta mayor número de frecuencias heterocigóticas, mientras Cl'119 es 

el /oclls con menor frecuencia y que en su caso son genotipos homocigóticos; por ende Cjl09 es 

el locus que presenta mayor diversidad genética (0=0.776) y C)1l9, la menor diversidad 

(0=0.278). 

En este estudio Cl'109 y Cj l6 fueron los locus más informativos al presentar un índice de 

contenido pol imórfico alto (PIC= 0.744 y PIC=O.684, respectivamente). En el caso de epo y 

Cj J J 9, es importante remarcar que aún cuando los valores obtenidos son semejantes, Cj20 (3) 
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cuenta con un número menor de amplificaciones al contrario de Cj1 19 (6). Con esto podemos 

concluir que el loells Cjl/ 9 es el menos in formativo con el Pie más bajo (0.239) y el que 

presenta una mayor homocigosidad. 

El promedio de alelos efectivos en la población fue 2.703, siendo Cjl 09 y Cjl6 los que 

presentaron los va lores más altos. 

Los seIS locIIs analizados revelaron un nivel alto de heterocigosidad 

(Ho=O.704/He=0.597) en comparación con tres de seIs de las poblaciones analizadas por 

Rodríguez (2007), al igual que los obtenidos por Dever y Densmore (2001), y Dever el al. (2002) 

en C. more/e/U y Glen el al. ( 1998) en lagarto americano (A . mississippiensis). 

Esta relativa alta heterocigos idad presente en nuestra población, confinna la hipótesis 

planteada en el estudio , considerando que los individuos muestreados conforman una población 

"joven" en términos estrictos de su definición. Sin embargo, nuestra población presentó valores 

equivalentes (Ho=O.59/He=' 0.579) a los de Isberg el al. (2004) y menores a los reportados por 

Davis el al. (200 1) (H= 0.64) en seis poblaciones de A. mississippiellsis; al igual que en su 

subsecuente estudio en 12 poblaciones (Davis el al., 2002). Estos resultados sugieren que pese a 

la alta heterocigosidad, es W1a especie que sigue sufriendo los efectos del "cuel1o de botel1a", 

experimentando eventos de selección en grandes magnitudes, al b'f3do que eliminaron gran parte 

de la variación del genoma del cocodri lo debido a la fragmentación del hábitat y reducción de las 

poblaciones (Glenn el al., 1998). Más aún, los análisis utilizados con ADN mitocondrial e 

isoenzimas en la familia Crocody/idae, sugieren que existen niveles bajos de divergencia genética 

entre las especies (Densmore, 1983; Densmore y Owen, 1989; Densrnore y White, 1991). 

Oe ahí que el efecto del "cuello de botella" sigue siendo un efecto presente que se 

manifiesta con W1a aceleración de la deriva génica, dando como resultado la fijación de alelos 

más frecuentes y consecuentemente una baja en las frecuencias genotípicas, y en a1gW10S casos 

dando como resultados frecuencias genotípicas homocigotas, como es el caso del Cjl19 (Cuadro 

9). 

El uso de microsatélites en el cocodrilo· de río fue efectivo debido a la alta proporción de 

polimorfismo que presentaron en este estudio (loei polimórficos (95) = I )~ de igual manera el 

índice de contenido polimórfico se presentó en mayor proporción en los locus Cj119, Cj16, Cj35 

y Cj18. No obstante, Isberg el al. (2004) al evaluar la funcionalidad de los marcadores 

desarrollados por Fitzsirnmons (2000) como herramienta de ayuda en la selección de cocodrilos 
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de agua salada (c. pormws) para la confimlación de pedigrí de los animales, Cj35 aún cuando 

pudieron ampli ficar, fue eliminado al ser no ser considerado lo suficientemente polimórfíco para 

poder detemlinar el parentesco. 

Cinco de los seis loclIs analizados presentaron una desviación del equilibrio de Hardy­

Weinberg con un exceso de heterocigosis, Cj20 fue el único en equilibrio de H-W; sin embargo, 

esto puede deberse al bajo número de alelos obtenidos. no obstante los resultados obtenidos por 

medio del índice de fij ación F confirman que los individuos forman una población que puede ser 

tomada como primera generación con gran diversidad genética. 

Al observar las distancias genéticas de la población podemos agrupar a los individuos en 

tres ciados (ramas) principales; una primer rama donde se ubica un individuo proveniente del 

estado de Nayarit. En un segundo ciado, el grupo más grande conformado por individuos que 

provienen de dos estados distintos (platanitos, Nayarit y Manzanilla, Jalisco), este grupo 

evidencia la capacidad que tienen los cocodri los de movilizarse a grandes distancias (150 Km 

apeox..), movimiento que permitiría sugerir que la variabilidad de la especie se mantiene pese a la 

fragmentación del hábitat, las acciones del hombre y la selección. Finalmente, la última rama está 

constituida por dos ciados que contienen un grupo de individuos provenientes de la misma región 

(Bahía Banderas, Jal.) . 

63 



Conclusiones 

vrn. CONCLUSIONES 

El uso de marcadores moleculares diseii.ados para C. porusus para detenninar la 
diversidad genética en C. acutus resultó una técnica efectiva en el presente estudio. 

El mejor iniciador para detenninar la variabilidad genética en C. aCl.ltlls fue el Cj 109, con 
un índice de D = 0.776, superando a los demás iniciadores empleados. 

La población de C. aClll/ls del Centro Universitario de la Costa, Cipactli, presentó una alta 
heterocigosidad genética, determinando que los individuos pudieran pertenecer a distintas 
poblaciones, ayudando a mantener el pool genético en la especie. 

La población estudiada, mostró una alta diversidad genética al presentar una desviación en 
el Equilibrio de Hardy-Weinberg. Esto resulta favorable para el Centro, pues permitirá crear un 
pie de cría en la zona. 

A través de las distancias génicas, se pudo di vidir a la población estudiada en 4 grupos 
genéticos. 

Finalmente, es recomendable reali zar otros estudios con microsatélites, incrementando el 
tamaño de muestra y tomando en consideración las variab les moño-métricas de los individuos. 
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ANEXO 1 

FICIIA DE INGRESO, EGRESO Y REG ISTRO BlOM ÉTRICO DE 

COCODRI LOS. 

Anexos 

UMA " CENTRO UNIVERSITARIO DE LA COSTA REPTlLARIO ClPACTLI " 
CLAYE INElCITESlDGVS-CR-IN-0610-JALJOO 

J;echa de registro e ingreso ., __________ _ 

Lugar de captwa y motivo de la misma ., ______________ _ 

~~iffidor, ______________________ _ 

No. de orgllnismo: ____________________ __ 

Status actual: librc: __ _ cautivo: ___ _ mucrto: __ _ 

Fecha y lugar de liberació n {según sea el caso) ,, __________ _ 

Tabla de datos morfométricos y de secuencia de escamas 

Valores morfométricos Secuencia de escamas 

Longitud tolal: Cervicales: 

Longitud cloaca: Cinco dorsales: 

Largo del hocico: Dorsales totales: 

Ancho fren te a los ojos: Dobles caudales: 

Ancho del hocico medio: Simples caudales: 

Ancho del hocico en la punta: SEXO,. 

Peso, 

Notas: 



AI/exos 

ANEXO 2 

Exlracción y purificación de ADN de sangre con lo técnica salina 

l . Poner 0.3 mI de sangre con anticoagulante EDTA en tubos Eppendorf de 1.5 o 2 mI. 

2. Agua destilada fría de 1.5 a 2 mI y mezclar. 

3. Centrifugar a 12000rpm por 5 mio a 4°C 

4. Tirar sobrenadante con pipeta o decantar y quedarse con paquete sedimento. 

5. Agregar de 1.5 a 2 011 de agua desti lada. 

6. Mezclar con vórtex. 

7. Centrifugar a 12000rpm por 5 mill. 

8. Pipetear o decantar para dejar sedimento. 

9. Agregar I mI de solución Lisis (10 mM Tris-HCI pH 8,400 mM NaC!, 20 mM EDTA, 

0.5% SDS). 

10. Mezclar con vortex (deshacer paquete con punta si es necesario). 

11 . Agregar 50 ~ g/ ml de proteinasa K e incubar a 65° e por una hora. Deshacer paquete con 

vórtex. 

12. Agregar NaCI2 M final. Agitar con vórtex por 15 segundos y centrifugar a 12000rpm por 

10 min a 4°C. 

13. Recuperar sobrenadante en tubo nuevo de 1.5 mI. 

14. Precipitar con (alcohol absoluto) isopropanol I a l . precipitar a - 200 e por 15 mino 

Centrifugar a 14,000 rpm por 10 min, recuperar pastilla (tirar sobrenadante). 

15. Suspender en 200 ~l de etanol 70%. Mezclar con vórtex y centrifugar a 14,000 rpm por 

10 min, recuperar pastilla (tirar sobrenadaote). 

16. Secar por 2 horas a 42°C. 

17. Suspender en 100 a 250 ~l de EDTA 1 mM o en agua bidestilada desionizada para 

guardar a - 20°C. Antes de guardar suspender bien el ADN a 50°C. cuidando de no 

degradar por alta temperatura. 

11 



Allexos 

ANEXO 3 

Extracción y purificación de ADN de sangre 

l . Centrifugar muestra recolectada por 5 min a 1,500 rpm 

2. Eliminar sobrenadante 

3. Agregar 2011 de SRL (10 mM Tris-HCI pH 8, 5 mM MgCl" 10 mM NaCl) 

4. Centrifugar 10 mio a 3,000 rprn 

5. Eliminar el sobrenadante cuidadosamente evitando perder el pellet en el fondo del tubo 

(contiene los leucocitos) 

6. A.1adir 1 mi bulTer SRL y disolver el pellet de glóbulos blancos (GB) suavemente, hasta 

que desaparezcan los aglomerados que pudieran volver a encerrar los glóbulos rojos. 

7. Transferir el homogeneizado a un tubo de 1.5 mI. 

8. Centri fugar 15 min a 13,000 rpm 

9. Eliminar el sobrenadante (el pellet debe estar bien compacto). 

10. Volver a añadir 1 mI de buffer SRL, resuspenrler el precipitado 

11. Centrifugar 10 min a \3,000 rpm. 

12. Repetir el paso 7 hasta que se observe un pellet y un sobrenadante de color blanco 

13. Una vez eliminado el sobrenadante de la última centrifugación, añadir 0.9 mI de TE (10 

mM Tris-HCI pH 8.0; 1 mM EDTA) 

14 . Añadir 25 ¡tI de proteina5O K (lO mg/ml) 

15 . Añadir 60 ¡tI de EDT A 0.5 M + 60 ~¡\ de SDS 10% Y agitar suavemente 

16. Incubar con agitación suave 2 horas a 50"C 

17. \3- Añadi r 400 ¡tI de NaCI6M y agitar fuertemente 

18. Centrifugar 20 min a 13,000 rpm 

19. Recoger el sobrenadante (debe ser translúcido) y transferirlo a nuevos tubos de l.5 mi 

(unos 400 ~ 1 por tubo) 

20. Añadir a cada tubo 1 mi de etanol absoluto y mezclar por inversión. Después de 1 mio 

aparecerá un precipitado en forma de ''medusa'', 

21 . Incubar a -20"C durante al menos I h o toda la noche. 

22. Centrifugar a 13,000 rpm, 4°C, 20 min 

23. Eliminar sobrenadante y dejar secar a temperatura ambiente 

111 



24. Agregar I 5 ~I de TE 

25. Incubar 10 min a 37'C. 

ANEXO 4 

Extracción y purificación de A DN de coágulo de sangre 

l . Pesar tubo de centrifuga vacío 

2. Obtener coágulo de la muestra y colocar en tubo de centrífuga para pesar 

3. Tomar la mitad del coágulo y pasar a un nuevo tubo 

4. Por cada 200rng de muestra agregar 1 mi de solución de lisis 

5. Por cada mi de solución de lisis agregar 200Jlg de proteinasa K 

6. Incubar a 37'C 

7. Preparar alícuotas en tubos Eppendorf de 1.5ml 

8. Agregar 5 00~1 de fenoVcJorofonno/aJcohol isamilico (24 :25: 1) 

9. Centrifugar a JO,OOOrpm por 2min 

10. Colocar sobrenadante en nuevos tubos 

11. Agregar nuevamente 500JlI de fenoUc1 oroformol alcohol isoamílico 

12. Centrifugar a 10,OOOrpm por 2 min 

13. Repetir el paso 8 hasta Que el sobrenadante que se obtenga se vea traslúcido 

14. Agregar 50~ 1 de acetato de sodio 

15. Agregar 1ml de etanol absoluto 

16. Centrifugar a 12,OOOrpm por 12 min 

17. Eliminar sobrenadante 

18. Resuspenderlos pelets en 15~1 de TE 

19. Dejar a baño María por 20min 

Anexos 

IV 



Ane.xos 

ANEXOS 

RegistrtJ de los cocodrilo", empleado .... · ell el e.\'tlu¡¡o 

Nombre I No. Registro Muestra 

Amold Q1 

No. 445 Q2 

No. 459 Q3 

No. 111 Q4 

No. 58 Q5 

No. 618 Q6 

No. 512 Q7 

e harlie Q8 

No. 461 Q9 
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