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RESUMEN:

Entre los crocodylianos del Nuevo Mundo, Crocodylus rhombifer presenta la menor
distribucion natural y es ademas uno de los mas amenazados. Esta especie endémica
coexiste en Cuba con el cocodrilo americano (C. acutus), el segundo miembro del género que
habita en la isla. Ambas especies se hibridan, tanto en poblaciones naturales como en
cautiverio. El presente estudio se centra en la caracterizacion genética de poblaciones de
Crocodylus que habitan en Cuba, mediante el empleo de marcadores nucleares y
mitocondriales. Un total de 329 individuos provenientes de las ciénagas de Zapata y Birama se
incluyeron en el estudio. El grado de hibridacion interespecifico estimado a partir de nueve loci
microsatélites resultd ser elevado y subestimado, tanto en el medio natural (49,1%), como en
cautiverio (16,1%). El analisis del polimorfismo del ADNmt aporté evidencias de hibridacion
bidireccional entre C. rhombifer y C. acutus en su medio natural. Por otro lado, revel6 una
acentuada variacion intraespecifica para C. acutus en contraste con una falta de diferenciacion
genética a este nivel entre las entidades morfolégicas C. rhombifer y C. acutus que habitan en
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Cuba. Adicionalmente, se obtuvo evidencia de paternidad multiple en el 100% de los nidos de
C. rhombifer muestreados en cautiverio.

COMUNICACION CORTA

El orden Crocodylia estéa representado en la actualidad por 24 especies, distribuidas en tres
familias y nueve géneros, el 50% de las cuales pertenecen al género Crocodylus. Cuatro de las
12 especies reconocidas dentro de este género, habitan en el continente americano, y de ellas
dos comparten su hébitat en la mayor isla del Caribe. Conocidos por sus nombres comunes
como cocodrilo cubano (Crocodylus rhombifer) y cocodrilo americano (Crocodylus acutus),
estos carismaticos miembros de la herpetofauna cubana poseen la menor y mayor distribucion
geografica reconocida para Crocodylus del Nuevo Mundo, respectivamente. De igual manera
aparecen en los extremos de las categorias de amenazas registradas por la Unién Internacional
para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), para Crocodylus del continente americano (En
Peligro Critico de Extincién y Vulnerable), siendo el endémico C. rhombifer la especie mas
amenazada (IUCN 2015).

Dado el estatus critico de conservacion observado en C. rhombifer (IUCN 2015), una mayor
comprension de la estructura genética poblacional, grado de hibridacion con C. acutus, tanto in
situ como ex situ asi como la inferencia de posibles patrones de paternidad multiple ex situ son
necesarios para una evaluacién completa de su estado de preservacion y el establecimiento de
planes de manejo. De manera adicional, la poblacion cautiva de C. rhombifer en la Ciénaga de
Zapata representa una reserva importante contra la posible extincion de la especie endémica
por lo que la carencia de informacidon genética para guiar su manejo, va en detrimento de sus
objetivos de conservacion.

Teniendo en cuenta las interrogantes existentes en torno a las principales problematicas que
afectan a las especies de Crocodylus que habitan en Cuba, se ha propuesto el siguiente objetivo
de trabajo: Caracterizar genéticamente las poblaciones mas abundantes de las especies de
Crocodylus que habitan en Cuba: C. rhombifer, C. acutus y sus supuestos hibridos con el
empleo de marcadores nucleares y mitocondriales.

RESULTADOS

Grado de hibridacion

La evaluacion molecular revelé que 26 de 53 individuos (49,1%) provenientes del medio natural
fueron identificados como hibridos C. rhombifer x C. acutus desde el punto de vista genético.
Todos los hibridos genéticos presentaron el haplotipo mitocondrial previamente identificado
como C. rhombifer-a (Figura 1). Con los hibridos identificados y removidos de las poblaciones
en estudio, los valores corregidos de riqueza alélica dentro de cada poblacion natural variaron
desde 2,7 en C. acutus de la Ciénaga de Birama a 5,1 en C. acutus de la Ciénaga de Zapata.
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Figura 1. Grafico de barras mostrando los resultados inferidos (K=3), a partir del método de agrupamiento basado
en inferencia Bayesiana. Cada barra en el eje X representa a un individuo, con el eje Y representando el grado de
pertenencia de cada individuo a cada grupo genético. La identificacion morfolégica correspondiente (C. Zapata
Birama rhombifer, C. acutus e hibridos) se muestra en la parte superior, con la indicaciéon de la
localidad de colecta en la base de la figura. La identidad haplotipica individual en términos de OO0 es
indicada sobre los grupos. Los individuos que poseen los haplotipos raros son resaltados con los simbolos *
(haplotipo D) y # halpotipo C).

Variacion haplotipica

Los analisis de los fragmentos de secuencia para la region de control abarcaron ~458 pb, los
cuales representan de manera aproximada el 54,33% (458/843 pb) del segmento en su
totalidad. Un total de diez sitios polimérficos se encontraron para los individuos del medio natural
(n=90) a partir del analisis de los 458 pb del fragmento de ADNmt, agrupandose en cuatro
haplotipos (Figura 2). Las diversidades haplotipica y nucleotidica para las variantes cubanas
exhibieron valores de 0,485 y 0,00905, respectivamente.

Figura 2. Red de haplotipos elaborada con 458 pb de la regién de control del ADNmt para
Crocodylus de Cuba, provenientes del medio natural. Los circulos coloreados indican la
proporcion de cada haplotipo, segun la entidad muestreada y atendiendo a su identidad
genética: C. rhombifer (blanco), C. acutus (negro) e hibridos (gris). El nUmero de individuos
con un haplotipo particular es indicado dentro de cada circulo, excepto para los haplotipos
Unicos. Los haplotipos inferidos, pero no muestreados son indicados por barras
perpendiculares a las conexiones entre haplotipos.

El haplotipo mas comun resultdé ser idéntico al haplotipo o previamente
descrito para C. rhombifer (Weaver et al. 2008), el cual resulté ser ademas compartido entre C.
rhombifer (n=26), C. acutus (n=5), e hibridos (n=26) provenientes todos de la Ciénaga de Zapata
(Figura 1 y Figura 2). El segundo haplotipo mas comun resultd ser idéntico al haplotipo 3
previamente publicado (Weaver et al. 2008), el cual se diferencid por nueve pasos mutacionales
del haplotipo a, y fue solo detectado en Cuba para individuos identificados como C. acutus tanto
morfolégica como genéticamente (Figura 1 y Figura 2).

Dos nuevos haplotipos fueron detectados en el presente estudio, uno para C. rhombifer
(haplotipo D; Figura 1 y Figura 2), y otro para C. acutus (haplotipo C; Figura 1 y Figura 2)
ambos ejemplares provenientes de la Ciénaga de Zapata. Tal como se detectd previamente
(Weaver et al. 2008), Crocodylus de Cuba forman un grupo monofilético, relativo al resto de las
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especies de Crocodylus del Nuevo Mundo, lo cual implica parafilia para C. acutus (Figura 3).
Dentro del clado de Crocodylus de Cuba, hay una division con buen soporte estadistico
(probabilidad posterior = 1.00) entre los haplotipos ay 3, con el haplotipo D agrupandose de
manera consistente (probabilidad posterior = 0,91) con el haplotipo a, y el haplotipo C
mostrando afinidad con el haplotipo [, aunque esta Ultima relacibn no obtuvo un apoyo
significativo desde el punto de vista estadistico (Figura 3).

AY568311 (haplotype Ca5)
055/ GUOB6321 (haplotype Ca)
GUOB4607 (haplotype Ca8)
GU064603 (haplotype Ca2)
AY568314 (haplotype Ca1) C acutus
AY568312 (haplotype Ca3)
0.70 AY341530 (haplotype CaT)
AY568310 (haplotype Cad)
JF315382 C. intermedius

GU064608 (haplotype a)

CRrho_ZScu9 (haplotype a) C rhom bifer
- CRrho_ZSMan (haplotype D)

EU034586 (haplotype )
C. acutus
- CRacu_ZS01 (haplotype f)
CRacu_ZSnest48 (haplotype C)
JF315380 C. moreletii
(Antillano) R C. niloticus
JF315369 C. porosus

0.05

Figura 3. Arbol filogenético basado en inferencia Bayesiana,
resultante de la informacién generada para Crocodylus del
Nuevo Mundo y ejemplares de Africa (C. niloticus) vy
Australasia (C. porosus), a partir de 458 pb de la region de
control del ADNmt. Las barras en gris indican los
haplotipos adjudicados a C. acutus, mientras que la
barra en negro indica a aquellos concedidos a C. rhombifer.
Los individuos que representan a los haplotipos generados
en este estudio han sido resaltados en negritas. El resto de
los haplotipos empleados han sido indicados por su nimero
de acceso en la base de datos Genbank. C. porosus fue
empleado como grupo externo para enraizar el arbol. Los
nameros sobre los nodos indican valores de probabilidad a
posteriori.

La estimacién de las distancias genéticas de
Tamura-Nei (Tamura y Nei 1993) por pares de
haplotipos representativos de las especies de
Crocodylus del Continente Americano, reveld los
menores valores de divergencia genética (0,002-
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0,021) entre C. rhombifer-C. acutus de Cuba y C. acutus Continental-C. intermedius (0,009).
Por su parte, la diferenciacion entre los haplotipos de C. acutus proveniente del Continente con
relacion a C. acutus de Cuba resulto en el doble o méas (0,035-0,051) de la referida entre los
haplotipos de C. rhombifer y C. acutus encontrados hasta el presente en Cuba.

DISCUSION
Variabilidad y estructura genética en poblaciones ¢ ubanas de C.rhombifer y C. acutus

Las poblaciones de C. rhombifer se encuentran entre las mas amenazadas para los
crocodylianos del Nuevo mundo, debido a su distribucion geogréfica restringida y escaso
namero. Sin embargo, no existen trabajos previos enfocados al estudio de la variabilidad y
estructura genética en su medio natural. Unido a esto, la hibridacién que tiene lugar entre las
especies del género Crocodylus, ha sido considerada por algunos una de las amenazas mas
graves a las que se someten las especies que lo componen.

En el presente trabajo, los nueve loci estudiados resultaron polimorficos y mostraron para las
poblaciones cubanas, indices de diversidad alélica (Ar=2,7 a 5,1) similares a los observados
para otras especies del género (C. moreletii) (Ar=2,1 a 5,6), con el empleo de nueve loci
microsatélites (Dever et al. 2002), ocho de los cuales son comunes a los empleados en nuestro
estudio. Los valores de heterocigosidad observada (Ho) y esperada (He) para las poblaciones
cubanas, a partir del analisis de los loci microsatélites, se encontraron entre los mas altos con
respecto a los referidos para otras poblaciones de Crocodylus: C. moreletii (Dever y Densmore
2001; Dever et al. 2002), C. siamensis (Fitzsimmons et al. 2002), C. porosus (Russello et al.
2006) al igual de lo que se pudiera plantear del polimorfismo genético encontrado con el empleo
de los mismos loci microsatélites en otras especies. Dichos resultados son consistentes con la
alta variabilidad mostrada por estos marcadores moleculares, lo que resalta su utilidad en la
determinacion de la estructura y variabilidad genética de poblaciones de Crocodylus. La mayor
diferencia observada entre los valores de Ho y He determinados, se correspondié con la
poblacion de C. rhombifer de la Ciénaga de Zapata, lo cual pudiera considerarse en
consonancia con el pequefio tamafio poblacional de esta Udltima. Indicando asi un ligero
aumento de homocigotos en C. rhombifer de la Ciénaga de Zapata, probablemente causado
por el apareamiento entre individuos consanguineos dentro de la poblacion. Por otra parte, este
hecho pudiera estar ademas potenciado por la accion de la deriva genética, cuyo efecto se
manifiesta precisamente en poblaciones de pequefio tamafio efectivo (Rousset 2004).

Entre las poblaciones cubanas de Crocodylus acutus y C. rhombifer en estudio, se obtuvieron
como se esperaba altos valores de diferenciacion genética sobre la base del estadistico Fsr
(Fst=0,3009-0,4695), estimado de la informacidén generada a partir de los loci microsatélites.
Teniendo en cuenta que se parte de la comparacién de poblaciones que se corresponden a
entidades morfologicas distintas, consideradas sobre esta base especies diferentes (Cuvier
1807), este resultado resulta totalmente I6gico. Esta evidencia pudiera constituir una prueba de
cercania genética entre las entidades morfologicas en estudio y descritas por Cuvier en 1807.

Identificacion y cuantificacion del grado de hibrid acion entre C.rhombifer y C. acutus

La hibridacion ha sido ampliamente reconocida por su papel importante en la diversificacion de
plantas (Stebbins 1950) y animales (Dowling y Secor 1997). No obstante, puede convertirse en
una preocupacion para la conservacion de las especies cuando factores antropogénicos
exacerban su frecuencia o lo causan de manera directa.




Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba Vol. 7 No. 1

En el presente estudio detectamos un alto grado de hibridacion, tanto en poblaciones naturales
[49,1 % (26/53)] como en cautiverio [16,1% (22/137)] de C. rhombifer, en las cuales la mayoria
de los hibridos identificados como tal desde el punto de vista genético [57,7% (15/26)], fueron
subestimados sobre la base de la morfologia. Estos resultados se suman a la lista creciente de
estudios en los que se ha documentado hibridacién interespecifica entre miembros del género
Crocodylus, con una elevada tasa de contradicciones en la clasificacion especifica, cuando se
emplean solo caracteres morfologicos (Dever y Densmore 2001; Hekkala 2004; Cedefio-
Vazquez et al. 2008; Rodriguez et al. 2008; Weaver et al. 2008; Rodriguez et al. 2011).

CONCLUSION GENERAL

El andlisis de la region de control del ADNmt revel6 una acentuada variacion intraespecifica
para C. acutus y falta de diferenciacion genética entre C. rhombifer y C. acutus de Cuba, lo que
junto al alto grado de hibridacion interespecifica, sugiere la necesidad de reevaluar el estatus
especie especifico considerado hasta el presente para las especies de Crocodylus de Cuba.



