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Abstract: Genetic variation and gene flow among populations of Crocodylus acutus (Crocodylia:
Crocodylidae) in three rivers of Central Pacific, Costa Rica. The crocodylid Crocodylus acutus is found
in the Central Pacific of Costa Rica only in small populations, and the species is protected by law. RAPD was
used to analyze 70 DNA samples of Crocodylus acutus from the rivers Jesus Maria, Tarcoles and Tusubres in
the Central Pacific of Costa Rica in order to estimate genetic diversity, differentiation among populations, gene
flow and genetic distance between them. Genetic diversity was low in the three rivers, H = 0.2201 in the Jesus
Maria river, 0.2358 in the Tarcoles river and 0.2589 in the Tusubres river. Among the three populations there is
a metapopulational dynamic (GST = 0.0367), mainly between the populations of the Jesus Maria and Tarcoles
rivers. The value of gene flow (Nm = 13.1361) and the number of individuals reported for each river in 2004
suggests that the population of the Tarcoles river is the source and those from Jesus Maria and Tusubres are the
drains. There was a direct relationship between the genetic distance and the geographical distance (z =1.1449, r
=0.9731, p< 0.0010). A conservation strategy for these crocodiles must consider the existence of the metapopula-
tion between the three rivers and the importance of studying the genetics of the American Crocodile in the rest
of the Pacific coast of Costa Rica, as well as over the entire distribution range of this species. Rev. Biol. Trop.

56 (3): 1471-1480. Epub 2008 September 30.
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Segiin la Union Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (Andnimo 1999)
las poblaciones de Crocodylus acutus (Cuvier
1807) se encuentran en estado vulnerable a lo
largo de su distribucion y esté listada en la Ley
de Conservacion de Vida Silvestre de Costa
Rica (Anonimo 1998) como especie en peligro
de extincion. Esto ha estimulado la realizacion
de estudios para determinar el estado real de
la especie, pero poco se ha investigado acerca
de la dinamica genética de sus poblaciones,
aspecto fundamental para establecer politicas
de manejo que garanticen su futuro.

En el caso del Pacifico Central de
Costa Rica, anteriormente se han registrado
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poblaciones pequefias de cocodrilos en los rios
Tusubres y Jesus Maria, en este ultimo la pobla-
cién presenta una estructura poblacional que no
permite la viabilidad a largo plazo (Piedra 2000,
Porras 2004). Sobre esto, Piedra (2000) discute
la posibilidad de que la poblacion del rio Jesus
Maria sea una subpoblacion incluida dentro de
un complejo metapoblacional alimentado por
los cocodrilos del rio Tarcoles. Piedra (2000)
también sefiala que esta puede ser la explicacion
para que la que la poblacion del rio Jesus Maria
no haya desaparecido y se mantenga a corto o
mediano plazo.

Segun Hedrick (2000) en la mayoria de las
especies, las poblaciones estan subdivididas en
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pequefias unidades debido a factores geografi-
cos, ecologicos, etologicos, y migratorios. Las
estrategias de apareamiento son las que deter-
minan las diferencias genéticas entre y dentro
de las poblaciones (Chesser 1991). En el caso
de C. acutus, es posible que algunos individuos
no logren establecer territorio en su habitat
original durante la época de cortejo y aparea-
miento, por lo que migran hacia otros habitat
en busca de oportunidad para reproducirse.
El movimiento de individuos es uno de los
factores que trae consigo flujo genético entre
poblaciones (Blouin-Demers y Weatherhead
2002) y es altamente beneficioso sobre todo
para poblaciones pequenas, como es el caso del
rio Jesus Maria, porque disminuye el riesgo de
la depresion por endogamia y deriva genética
(Konuma et al. 2000).

El interés por el estudio del flujo de
genes ha aumentado debido a su relevancia
para la conservacion de especies (Parker et al.
1998), no obstante medir este y otros parame-
tros genéticos es dificil (Slatkin 1987). En la
ultima década, la técnica molecular de ADN
Polimorfico Amplificado al Azar (RAPD) ha
sido una de las mas usadas debido a su sim-
plicidad, aplicabilidad y bajo costo, ademas de
que permite utilizar muchos marcadores con
pequeiias cantidades de ADN (Bardakci 2001).

Pocas investigaciones se han llevado a
cabo sobre aspectos genéticos de poblacio-
nes de crocodilidos. Para C. acutus especi-
ficamente se hizo un trabajo sobre variacion
genética en tres poblaciones usando la técnica
de electroforésis (Menzies y Kushlan 1991)
y ultimamente se han disefiado microsatélites
para su uso en futuros estudios (Fitzsimmons
et al. 2000). En otras especies de crocodilidos
como Alligator mississipiensis, C. niloticus,
Osteolaemus tetraspis, C. moreletti, A. sinen-
sis, C. jonhstoni, C. porosus y C. mindorensis
se han evaluado aspectos como flujo genéti-
co, variacion genética y estructura genética
(Davis et al. 2000, Flint et al. 2000, Ray et al.
2000, Anonimo 2002, Dever et al. 2002, Wu
et al. 2002).

Este trabajo tiene por objetivo estimar la
variacion genética entre y dentro de poblaciones

asi como el grado de diferenciacion y el flujo
de genes entre las poblaciones de C. acutus de
los rios Jestus Maria, Tarcoles y Tusubres en el
Pacifico Central de Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio: Los rios Jests Maria,
Tarcoles y Tusubres estan ubicados en el
Pacifico Central de Costa Rica (9°55°557-
9°32°10” N, 84°39°417-84°33’12” O) dentro
del Area de Conservacion Pacifico Central
(ACOPAC). La distancia entre la desemboca-
dura del rio Jestis Maria y el rio Tarcoles es de
12.10 km, y entre la del rio Tarcoles y la del rio
Tusubres de 43.40 km. Los tres rios desembo-
can en el mar y tienen manglar asociado.

La poblacion de cocodrilos de los tres
rios ha sido estudiada anteriormente. Para el
rio Tarcoles se ha estimado una abundancia
relativa de 30.08 + 5.33 ind/km (Piedra 2000)
y 9.22 4+ 2.49 ind/km (Porras 2004), para el rio
Jestis Maria la abundancia relativa registrada
es de 2.39 + 0.01 ind/Km (Piedra 2000) y 1.51
+ 0.48 ind/km (Porras 2004) y el rio Tusubres
presenta una abundancia de cocodrilos de 8.14
+0.21 ind/Km (Piedra 2000) y 5.58 + 0.83 ind/
km (Porras 2004).

Captura y recolecta de sangre: Los ani-
males se capturaron durante recorridos noctur-
nos hechos de junio a diciembre del 2003. Se
sigui6 el procedimiento usado por Bolafos et
al. (1997). Cada animal capturado fue marca-
do, medido y sexado.

Se extrajo 1 ml de sangre en el caso de
los individuos neonatos y 3 ml en el caso de
los jovenes, subadultos y adultos. La muestra
se obtuvo del seno sanguineo ubicado detras
de la cabeza sobre la espina dorsal. La sangre
se colocd en tubos de ensayo con EDTA y se
traslado al laboratorio en una hielera a 5 °C
aproximadamente.

Extraccion y amplificacion de ADN:
Para la extraccion del ADN de las muestras
de sangre se utilizo el Wizard Genomic DNA
Purification Kit de Promega. Se probaron 21
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marcadores de los kit A y B de Operon®
(RAPD® 10mer Kits). Para el analisis de todas
las muestras de ADN so6lo se tomaron en cuenta
los marcadores que presentaron polimorfismo.

El ADN obtenido de todas las muestras de
sangre se amplificé utilizando 2X PCR Master
Mix de Fermentas® al que se le agregd 5 u/ul
de Taq DNA Polymerase de Fermentas® para
obtener mejor definicion de las bandas. La
amplificacion se hizo en un volumen total de
25 ul que contenia 12.5 ul de 2X PCR Master
Mix + Tag DNA Polymerase, 10 pl de H,O
desionizada, 1 pl de marcador y 1.5 pl de
ADN. Se utiliz6 un termociclador GeneAmp
PCR System 9600 de Perkin Elmer® con los
siguientes parametros: predesnaturalizacion a
94 °C por 1.5 minutos, seguido de 40 ciclos de
94 °C por 30 segundos, 35 °C por 30 segundos
y 72 °C por | minuto y una extension de 72 °C
por 3 minutos.

Los productos de amplificacion fueron
visualizados junto con el marcador de peso
molecular GeneRuler™ 1Kb DNA Ladder
de Fermentas, en geles de agarosa al 1.2%
teflidos con de bromuro de etidio al 0.01 mg/
ml, en bufer TBE y corrido a 90 voltios por 2
minutos y luego 60 voltios por 20 minutos. Las
fotografias se tomaron utilizando un translumi-
nador de luz ultravioleta marca BioRad Mini-
Transluminator y una camara digital Nikon
Coolpix 2100 con un filtro Tiffen 15 “deep
yellow”. La informacion de cada fotografia fue
clasificada y almacenada en una base de datos
en un formato binario.

Analisis de datos: Para cada poblacion y
para el conjunto de poblaciones se calculd la
diversidad genética (H (heterocigocidad) de
Nei). Para evaluar la variacion genética dentro
y entre poblaciones se calcularon los valores de
Hg y H; y el grado de division genética entre las
poblaciones (Coeficiente de diferenciacion Ggy,
Nei 1987). A partir de este coeficiente se calculd
el flujo genético Nm (McDermott y McDonald
1993) para estimar el numero de individuos que
migran entre las poblaciones por generacion.
También se obtuvieron los valores de distancia
genética no sesgados (Nei 1978) entre poblacio-

nes a partir de los cuales se construyd un den-
drograma basado en el método UPGMA. Para
estos analisis se uso el programa POPGENE
version 1.32 (Yeh y Boyle 1997). Se hizo la
prueba de Mantel para determinar la relacion
entre la distancia genética y la distancia geogra-
fica entre las poblaciones utilizando el programa
IBD (Bohonak 2002). Para determinar la rela-
cion entre todos los individuos muestreados se
construy6 un dendrograma basado en el método
SAHN y utilizando el coeficiente de similitud de
Dice (1945) en el programa NTSYSpc version
2.11 (Rohlf 2003).

RESULTADOS

Amplificacién: Se utiliz6 un total de 70
muestras de ADN de C. acutus, 16 correspon-
den al rio Jesus Maria, 38 al rio Tarcoles y 16
al rio Tusubres. De los marcadores probados,
solamente siete fueron utilizados para analizar
todas las muestras de ADN considerando la
presencia de polimorfismo y el volumen dis-
ponible del marcador para realizar todas las
amplificaciones.

Variacion y flujo genético: Los valores
de diversidad genética para cada poblacion
son bajos y no hubo diferencias entre ellos
(H=1.95, p=0.38). La diversidad genética total
también fue baja y similar a la registrada para
cada rio (Cuadro 1).

La variacion genética dentro (Hg) y entre
poblaciones (H;) fue baja (Cuadro 2). Esto
causa que el porcentaje de diferenciacion gené-
tica (Ggp) entre las poblaciones sea apenas de
3.4% lo que refleja muy poca diferenciacion
entre las poblaciones (Yeh 2000). El valor de
flujo genético (Nm) muestra que aproximada-
mente 13 individuos migran por generacion
entre las tres poblaciones estudiadas.

La poca variacion encontrada también se
refleja en la distancia genética entre las pobla-
ciones, que en general es de 0.01 y ademas tuvo
relacion directa (z = 1.1449, r = 0.9731, p<
0.0010, datos obtenidos de 1000 simulaciones)
con la distancia geografica que separa a las
desembocaduras de los rios (Cuadro 3).
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CUADRO 1
Diversidad genética (H) de tres poblaciones de C. acutus en el Pacifico Central de Costa Rica

TABLE 1
Genetic diversity (H) of three populations of C. acutus in the Pacific Central of Costa Rica

Jestis Maria Tarcoles Tusubres Total
H 0.2201 0.2358 0.2589 0.2452
Desviacion estandar 0.1950 0.1870 0.2041 0.1882
Porcentaje de loci polimoérficos 68.09 97.87 76.60 100
CUADRO 2

Analisis de diversidad genética, grado de diferenciacion genética y flujo de genes entre tres poblaciones de C. acutus
en el Pacifico Central de Costa Rica

TABLE 2
Analysis of genetic diversity, coefficient of gene differentiation and gene flow between three populations of C. acutus
in the Central Pacific of Costa Rica

N

Media 70

Desviacion estandar

CUADRO 3
Distancia geogrdfica y genética entre tres poblaciones
de C. acutus en el Pacifico Central de Costa Rica

TABLE 3
Geographic and genetic distance between three
populations of C. acutus in the Central Pacific of Costa
Rica

Poblacion Jestis Maria Tarcoles Tusubres
Jests Maria 12.1 55.5
Tarcoles 0.0080 43.4
Tusubres 0.0113 0.0097

Arriba de la diagonal aparece la distancia geografica en Km
y abajo la distancia genética.

T

0.2473
0.0363

Hg Ggp Nm
0.2383 0.0367 13.1361
0.0339

Aunque hubo poca diferenciacion genética
entre las poblaciones de cocodrilos de los tres
rios, el dendrograma de la Fig. 1 basado en la
distancia genética entre las poblaciones, mues-
tra como los rios Jestis Maria y Tarcoles estan
agrupados y queda excluido el rio Tusubres ya
que hay una diferencia de 13% entre éste y las
otras dos poblaciones, lo que a su vez significa
que el movimiento de individuos es mayor
entre los dos primeros rios.

El analisis de los individuos involucrados
en este estudio, refleja que todos los individuos
son similares en aproximadamente un 50%
y algunos provenientes de las tres poblacio-
nes (THJ443, JXNS508, JXN509, TUMIJ600)
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Jesus Maria

0.126

0.398 Tarcoles

0.524

Tusubres

Fig. 1. Dendrograma UPGMA basado en la distancia gené-
tica entre tres poblaciones de C. acutus.

Fig. 1. UPGMA dendrogram based in genetic distance
between three populations of C. acutus.

tienen un alto porcentaje de similitud entre si
(aproximadamente 85%). Ademas no hay un
agrupamiento claro entre los individuos de una
misma poblacion (Fig. 2). Los individuos que
resultaron ser genéticamente iguales, o sea con
un valor de similitud igual a 1, (TUMJ614 y
TUMHIJ615) son neonatos procedentes, posi-
blemente, del mismo nido.

DISCUSION

Los valores de diversidad genética encon-
trados para las tres poblaciones estudiadas son
relativamente mayores a los registrados anterior-
mente para C. acutus en Jamaica 0.055 + 0.009,
Florida 0.117 + 0.017 y Republica Dominicana
0.158 + 0.039 (Menzies y Kushlan 1991). Esta
diferencia puede deberse a que las poblaciones
continentales tienen mayor variacion genética

que las insulares (Frankham 1996) y a los dis-
tintos métodos moleculares utilizados.

Todas las especies de crocodilidos estan
estrechamente relacionadas (Norell 1989) y
es normal encontrar bajos niveles de varia-
cion genética (Flint et al. 2000), sin embargo
la diversidad genética de C. acufus deberia
aumentar en relacion con otras especies debi-
do a la variabilidad de habitat en los cuales
se encuentran (Menzies y Kushlan 1991) y a
su amplio ambito de distribucion (Frankham
1996).

La diversidad genética encontrada en este
estudio puede considerarse baja si se toma
en cuenta que para C. moreletii, especie cer-
cana genéticamente a C. acutus (Brochu y
Densmore 2000) y con reducido ambito de
distribucion, el valor de heterocigocidad regis-
trada oscila entre 0.35 (+ 0.027) y 0.74 (£ 0.05)
(Dever et al. 2002). La diversidad genética es
necesaria para que las poblaciones (animales
o vegetales) puedan adaptarse a los cambios
ambientales (Frankham et al. 2002). Las tres
poblaciones estudiadas mostraron poca hetero-
cigocidad y por lo tanto un elevado porcentaje
de homocigocis que puede producir en el futuro
la expresion de genes deletéreos (Frankham et
al. 2002) causando problemas a nivel indivi-
dual y poblacional.

La baja heterocigocidad es el resultado
de varios factores. Segun Menzies y Kushlan
(1991) las poblaciones del cocodrilo america-
no difieren en su genética cuantitativa debido
posiblemente a razones de adaptacion y por lo
tanto los bajos niveles de variacion genética en
crocodilidos estan determinados por el ambien-
te que los rodea. La baja diversidad genética
estaria indicando pérdida de individuos por la
seleccion ocasionada como una respuesta a fac-
tores ambientales (Gartside et al. 1977). En el
Pacifico Central de Costa Rica, a la pérdida de
cocodrilos por seleccion natural se suma la pér-
dida por seleccion artificial causada por la dis-
minucion de héabitat provocada por el aumento
en el desarrollo humano de la zona estudiada
(And6nimo 2001), y a la pérdida de individuos
reproductores debido a la eliminacion selectiva
por parte de las personas que habitan cerca de
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Fig. 2. Dendrograma SAHN basado en la similitud entre individuos de C. acutus. La letra inicial denota el origen del indi-
viduo, J = Jesus Maria, T = Tarcoles, TU = Tusubres.

Fig. 2. SAHN dendrogram based in the simility between individuals of C. acutus. The initial letter denote the origin of each
individual, J = Jesus Maria, T = Tarcoles, TU = Tusubres.
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los rios en los que se encuentran los cocodrilos
(Chaves 1993, Jiménez 1998).

El valor de diferenciacion genética entre
poblaciones estimado para C. acutus (Ggp =
0.037) esta por debajo del publicado para C.
moreletii (Fy. = 0.062) por Dever et al. (2002),
esto indica que no hay division entre las pobla-
ciones estudiadas o sea, que existe movimiento
de individuos entre las poblaciones y por lo
tanto hay flujo genético constante (Dever et
al. 2002). El namero estimado de individuos
que migran por generacion (Nm = 13.14) es
superior al 5.15 registrado para C. moreletii en
Belice (Dever et al. 2002) y estd por encima
de los valores publicados para la cascabel de
Massasagua (Nm = 2.6, Sistrurus c. catenatus,
Lougheed et al. 2000). Tomando en cuenta los
valores de diversidad y diferenciacion genética,
puede pensarse que al haber un elevado movi-
miento de individuos la variabilidad genética
de cada poblacion es similar y esto causaria
la poca variacién entre las poblaciones. Esta
situacion podria causar constancia en el alto
grado de homocigosis y a la vez ser el resul-
tado de un periodo largo de estabilidad que ha
mantenido a la poblacion en equilibrio con su
ambiente (Gartside et al. 1977), aunque este
equilibrio sea a corto plazo (Chabreck 1967)
debido a que esta condicion evidencia una alta
vulnerabilidad a cambios bruscos en el ambien-
te o en la dindmica de las poblaciones.

Tomando en cuenta el valor de flujo gené-
tico y el tamafio poblacional registrado por
Porras (2004) para cada rio, es probable que
el movimiento de individuos se produzca prin-
cipalmente desde el rio Tarcoles hacia los rios
anexos, convirtiendo a esta poblaciéon en la
fuente de genes para este complejo metapobla-
cional, ya que cuenta con el tamafio minimo
viable y el tamafio efectivo (Primack 1993,
Ross 1998, Piedra 2000, Frankham ef al. 2002,
Porras 2004) para garantizar la continuidad de
la especie al menos a mediano plazo, por lo
que la sostenibilidad a largo plazo de las tres
poblaciones esta determinada, entre otros fac-
tores, por la estabilidad de la poblacion del rio
Tarcoles. No obstante, hay que recalcar que el
flujo de genes en un sistema metapoblacional

asume que cada poblacion es igualmente acce-
sible para las otras (Slatkin 1987) lo que
significa que es esperable que también haya
movimiento de individuos desde los rios Jests
Maria y Tusubres, aunque esto no haya sido
comprobado aun.

Las distancias genéticas entre las poblacio-
nes son bajas y en este estudio tienen relacion
directa con la distancia geografica. Los rios
Jestis Maria y Tusubres estan mas separados
geograficamente y presentaron la mayor sepa-
racion genética y entre las poblaciones de Jests
Maria y Tarcoles la interaccion es mas fuerte.
Tomando en cuenta el valor de flujo de genes,
diferenciacion genética y distancia genética y
geografica, se puede considerar que la interac-
cion de los individuos del rio Tusubres con los
otros dos es poca (Fig. 1) y/o que estos coco-
drilos tengan una relaciéon mas estrecha con
individuos de otras poblaciones aledafias.

Considerando lo anterior puede asumirse
que se estd presentando una dindmica meta-
poblacional entre los tres rios estudiados, ya
que segun los argumentos teoricos (Yeh 2000),
se comportan como una red de subpoblacio-
nes con migracion intermitente. Esta relacion
es mas estrecha entre los rios Jesus Maria
y Tarcoles aunque la distancia genética que
separa a estos dos del rio Tusubres no es sufi-
cientemente amplia como para excluirlo. No
debe descartarse el hecho de que las demas
poblaciones de C. acutus que se encuentran
entre los tres rios estudiados y hacia el norte
y sur de ellos, pueden estar formando parte de
esta dindmica metapoblacional.

Los valores obtenidos en este trabajo no
deben ser alarmantes ya que este trabajo esta
hecho a pequena escala si se toma en cuenta la
distribucion total de la especie, también debe
tomarse en cuenta que los individuos de los
habitat aledaios pueden mantener una dindmi-
ca estable entre las distintas subpoblaciones.
De aqui se deriva la importancia de realizar
estudios genéticos de C. acutus a lo largo de la
distribucion de la especie.

Para aumentar la variabilidad genética de
estas poblaciones podria recurrirse a la translo-
cacion de hembras jovenes (Robert et al. 2004)
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entre poblaciones con una comprobada diver-
sidad genética. También se pueden reforzar las
poblaciones por medio de cria en cautiverio
y se puede considerar la opcion de inseminar
a las hembras de estas tres poblaciones y de
aquellas que presenten una baja diversidad
genética con semen de individuos que aporten
material genético nuevo.
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RESUMEN

Se utilizo la técnica de ADN Polimoérfico Amplificado
al Azar (RAPD) para analizar muestras de ADN de 70 indi-
viduos de C. acutus provenientes de los rios Jesus Maria,
Tarcoles y Tusubres en el Pacifico Central de Costa Rica
para estimar la diversidad genética, la diferenciacion entre
poblaciones, el flujo genético y la distancia genética. La
diversidad genética fue baja en los tres rios H = 0.2201
en el rio Jesus Maria, 0.2358 en el rio Tarcoles y 0.2589
en el rio Tusubres. La diversidad genética para el total
de los individuos también fue baja, H = 0.2452. Entre las
tres poblaciones hay una dindmica metapoblacional (Ggp
= 0.0367) principalmente en las poblaciones de los rios
Jests Maria y Tarcoles. El valor de flujo genético (Nm =
13.1361) y el nimero de individuos registrado para cada rio
por Porras (2004) sugieren que la poblacion del rio Tarcoles
esta cumpliendo el papel de fuente y las de Jesus Maria y
Tusubres constituyen los sumideros. Hubo relacion directa
entre la distancia genética y la distancia geografica (z =
1.1449, r = 0.9731, p< 0.0010). Estos resultados indican la
necesidad de disefiar una estrategia para la conservacion de
estos cocodrilos que considere la existencia de la metapo-

blacién entre los tres rios y también es importante realizar
un estudio genético en el resto de la costa Pacifica del Costa
Rica y en todo el ambito de distribucion de esta especie.

Palabras clave: Crocodylus acutus, diversidad genética,
flujo de genes, distancia genética, metapoblacion.
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