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Resumen 

El cocodrilo americano (Crocodylus acutus), fue un habitante natural de hábitats acuáticos 

de gran parte del neotrópico. Sin embargo, actividades humanas han impactado severamente 

sus poblaciones en todo el rango distribucional. Programas de manejo y conservación 

exitosos localmente, han recuperado parcialmente sus poblaciones. Sin embargo, dichos 

programas desconocen la diversidad genética de la especie, lo que se resume en medidas 

fundamentadas en una especie pobremente delineada, y cuyos límites moleculares 

específicos no están bien definidos. Para establecer la diversidad genética comprendida en 

poblaciones naturales de C. acutus se secuenciaron los genes mitocondriales, COI y cytb en 

75 individuos de C. acutus, provenientes de 10 localidades de muestreo, ubicadas en su 

mayoría en el Caribe Colombiano. Los resultados resumen la diversidad genética en 10 

haplotipos, agrupados en tres (3) linajes divergentes, con una fuerte estructura geográfica, 

así: Linaje 1, La Guajira/Catatumbo; Linaje 2, Magdalena/Buritaca y Linaje 3, Córdoba. 

Adicionalmente, se utilizó en los análisis ocho (8) haplotipos homólogos, previamente 

reportados en GenBank. La inclusión de estos haplotipos en los análisis no cambió las 

topologías filogenéticas, ni la estructura filogeográfica. Los haplotipos previos agruparon en 

los linajes 2 y 3, por lo tanto el Linaje La Guajira/Catatumbo se considera descrito de novo 

en este estudio. Los patrones filogeográficos sugieren que cada linaje pasó por un proceso 

evolutivo independiente y/o en escalas de tiempo distintas. Los resultados demográficos 

sugieren una edad mínima para la especie de al menos 1,8Ma. Para explicar los procesos de 

diversificación de la especie en Colombia, se proponen tres hipótesis, todas fundamentadas 

en los análisis realizados, en sus intervalos de confianza y en datos paleo-climáticos y 

geológicos disponibles. Con base en los resultados de este estudio, se recomienda 

enérgicamente designar a nivel nacional, tres categorías de conservación para C. acutus: i) 

tres (3) ESU’s coincidentes con los tres linajes descritos en este estudio; ii) ocho (8) MU’s, 

así: cuatro en el Linaje 1, y dos en L2 y L3; iii) por último se proponen cinco CCU’s, que se 

fundamentan igualmente en los resultados de este estudio, en estudios ecológicos previos de 

C. acutus realizados en localidades coincidentes con algunas de este estudio, y en 

observaciones ecológicas preliminares de algunas localidades silvestres muestreadas. Éste 

estudio representa el primer análisis genético realizado para una especie de los considerados 
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“verdaderos cocodrilos”, y el primero realizado para una especie amenazada de crocodílido 

en Colombia.  

Palabras clave: mtDNA, Crocodylus acutus, diversidad genética, patrón filogeográfico, 

conservación, manejo in-situ. 

 

Abstract 

American crocodile was a widespread occupant of subtropical aquatic habitats in America. 

nevertheless overexploitation and loss or alteration of habitat have all significantly impacted 

populations of this species, altering population dynamics and reducing population numbers 

across its distribution range, being actually considered as a vulnerable species. However, 

locally successful management and conservation programs have partially recovered wild 

populations, such programs disclaim genetic diversity of the species, which in turn ground 

conservation policies on poor-defined species, with specific molecular limits undefined. In 

order to establish the genetic diversity in natural populations comprised in C. acutus in 

Colombia, complete COI and cytb mitochondrial genes in 75 individuals from 10 sampling 

sites were sequenced. Results shows the genetic diversity comprised in 10 haplotypes, nested 

into three (3) divergent lineages, also displaying a strong geographical structure: Lineage 1, 

La Guajira/Catatumbo; Lineage 2, Magdalena/Buritaca and Lineage 3, Córdoba. 

Additionally eight (8) previously reported homologous haplotypes, and published in 

GenBank were included. The inclusion of these haplotypes did not affect resulting 

phylogenetic topologies nor phylogeographic structure. All previous reported haplotypes, 

nested into lineages 2 and 3, so Lineage 1 or Lineage La Guajira/Catatumbo is described 

originally in this study. Phylogeographical patterns suggest that each lineage was delineated 

by an independent evolutionary process, or at least occur at different time scales. 

Demographic results point to a minimum-age species for at least 1,8Ma. In order to 

understand diversification processes of C. acutus in Colombia, three hypotheses were 

proposed, each based upon analyzes, their confidence intervals and paleo-climatic and 

geological available data. Based upon the results, three conservation categories were strongly 

recommended, applying for C. acutus at a national level: i) three (3) ESU's coincident with 
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each lineage in this study; ii) eight (8) MU's: four of them in Lineage 1, and two of them in 

L2 and L3; iii) Finally five CCU's were proposed, based upon the results of this study, on 

previously published ecological studies in coincident localities with some from this study 

and preliminary ecological observations made for non-captive locations. Present study, 

represents first genetic assessment for a “true crocodiles”, also the first one assessing any 

endangered crocodylian in Colombia. 

Keywords: mtDNA, Crocodylus acutus, genetic diversity, phylogeographic pattern, 

conservation, in-situ management. 
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Introducción 

Los crocodílidos se encuentran ampliamente distribuidos en hábitats acuáticos tropicales y 

subtropicales (Grigg, 2015). Sin embargo, la mayoría de las especies de cocodrilos se han 

visto afectadas negativamente por actividades humanas (Morales-Betancourt & Lasso, 2013; 

Grigg, 2015), como sobreexplotación, pérdida o perturbación del hábitat natural, y alteración 

de las dinámicas poblacionales (Thorbjarnarson, 1992; Ross, 1998; Thorbjarnarson et al., 

2006; Morales-Betancourt et al., 2013). En consecuencia, han surgido intereses para 

proteger, conservar y recuperar las especies de cocodrilos en todo el mundo (Magnusson, 

2015), desarrollando numerosos programas de manejo y conservación destinados a mejorar 

el estado de las poblaciones de crocodílidos en sus hábitats naturales (Ross, 1998; 

Thorbjarnarson et al., 2006; Grigg, 2015; Magnusson, 2015). Sin embargo, dichos esfuerzos 

requieren no solo caracterizar las especies de forma que puedan ser bien definidas y 

delineadas (DeSalle & Amato, 2004), sino que es necesario conocer la abundancia, estructura 

y estado de las poblaciones (Frankham, 2003; Frankham, 2010), así como la distribución de 

hábitats adecuados para el desarrollo de planes eficaces de gestión que aporten directamente 

a la conservación de los crocodílidos (Moritz, 2002). 

Una estrategia común en conservación y reintroducción de crocodílidos es la utilización de 

individuos producto de cría en cautiverio (Roldán et al., 2010). Sin embargo, esta estrategia 

puede resultar costosa, laboriosa y de alto perfil (Ito et al., 2015), por lo tanto la decisión de 

iniciar este tipo de iniciativas debe contar con información precisa e incluir varios aspectos 

(Snyder et al., 1996; Roldán et al., 2010). El primero a considerar, y que resulta crítico y 

sensible para la implementación de estrategias de manejo y conservación exitosas, es el 

taxonómico (Roldán et al., 2010; Hekkala et al., 2011; Crawford et al., 2013). Este es aún 
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más relevante en crocodílidos, cuando se considera que las relaciones taxonómicas de éste 

grupo son aún objeto de debate (Oaks, 2007). Un ejemplo son las relaciones inter-especificas 

del género Crocodylus de las especies del Nuevo Mundo, que incluye C. acutus, C. 

intermedius, C. moreletti, C. rhombifer (Brochu, 2000), particularmente la estrecha relación 

entre C. acutus y C. intermedius soportada por registro fósil y estudios morfológicos (Poe, 

1996; Brochu, 1997; Brochu, 2000; Brochu, 2003) es reconstruida solo en algunos estudios 

con marcadores moleculares (Poe, 1996; Oaks, 2007; Gatesy & Amato, 2008; Meganathan 

et al., 2010; Meredith et al., 2011; Oaks, 2011). Es probable que esta falta de resolución en 

los resultados filogenéticos, se deba a que algunos estudios no incluyen diversidad 

intraespecífica de las especies consideradas (Poe, 1996; Brochu, 2000).  

Un claro ejemplo de como la ausencia de información intraespecífica y taxonómica pone en 

riesgo las medidas de conservación de una especie amenazada se puede encontrar en 

Daugherty et al. (1990), en donde se cree que la ausencia de información intraespecífica de 

la tortuga Tuatara (considerada históricamente como una sola especie monotípica), 

contribuyo a que se extinguiera cerca del 25% de las poblaciones naturales durante el último 

siglo (Daugherty et al., 1990).  

No obstante, son pocos los estudios que reconstruyen relaciones taxonómicas interespecíficas 

considerando los niveles de diversidad intraespecífica para “delinear” o delimitar las especies 

(Lim et al., 2011). Delimitar rigurosamente niveles de diversidad entre y dentro de especies 

es importante no sólo para producir inventarios de especies precisos, sino que también es 

necesario para abordar la mayoría de preguntas en biología evolutiva (e.g. especiación), 

ecología (e.g. selección de hábitat), biología de la conservación (e.g. establecimiento de las 

prioridades de conservación) o filogeografía (e.g. patrones y procesos de diversificación) 
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(Dayrat, 2005). La delineación errónea de los límites de especie o estimaciones de diversidad 

intraespecífica incompletas, pueden conducir a dar respuestas incorrectas a estas preguntas y 

a programas de conservación ineficaces (Frankham et al., 2002; Witt et al., 2006). Por otro 

lado, un problema recurrente en la delineación tradicional de especies, radica en el hecho de 

utilizar morfología como enfoque único para la definición de especies, esto es utilizar un 

único enfoque para la delineación tradicional de especies deja abierta la posibilidad de 

encubrir diversidad críptica (Pestano et al., 2003).  

En crocodílidos, existen varios casos en los que se han descrito (o resucitado) especies 

crípticas dentro de especies tradicionalmente monotípicas (Eaton et al., 2009; Hekkala et al., 

2011; Shirley et al., 2013). La delineación de los límites específicos y estimaciones de 

diversidad intraespecífica adquieren importancia al considerar que la mayoría de las políticas 

instituidas con fines de conservación se fundamentan en definiciones de especie basadas 

exclusivamente en caracteres morfológicos (Bellati et al., 2011), enfoque que puede que no 

sea el adecuado para proteger la diversidad existente y el potencial evolutivo de las especies 

(Hekkala et al., 2011). Por lo tanto, un criterio de delimitación amplio e inclusivo, que 

considere objetivamente tanto la diversidad intraespecífica como atributos morfológicos, es 

de vital importancia a la hora la formulación de planes de conservación, ya que proporciona 

un escenario objetivo en el que las prioridades de conservación pueden ser evaluadas (Avise 

& Mitchell, 2007; Terrasa et al., 2009).  

El segundo aspecto idóneo la diversidad genética comprendida dentro de la especie. 

Actualmente, la diversidad genética es el principal enfoque para establecer estrategias de 

manejo y conservación (Anderwald et al., 2011; Hauswaldt et al., 2012; Hedrick & Hurt, 

2012; Randi, 2015). La determinación de la diversidad genética, requiere de la 
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implementación de una escala fina, esto es, la aplicación de marcadores moleculares con 

tasas de evolución variables, que permitan el establecimiento de diversidad genética 

intraespecífica y medidas de divergencia entre linajes crípticos (Avise, 1994; Avise, 2000; 

Avise & Mitchell, 2007).  

Una alternativa para lograr dicha escala fina, son los marcadores mitocondriales (mtADN), 

que se han convertido en una de las herramientas más utilizadas para reconstruir las 

relaciones intraespecíficas, la validez taxonómica de especies y la diversidad intraespecífica 

(von Cräutlein et al., 2011). Han sido ampliamente utilizados para detectar linajes evolutivos 

y reconstruir sus relaciones filogenéticas (Avise, 2000; Dayrat, 2005), para construir 

genealogías entre organismos estrechamente relacionados, en especial cuando existen tasas 

de evolución altas y cuando los tiempos de coalescencia alélica han sido cortos (Moore, 

1995). 

En crocodílidos, los marcadores mitocondriales han sido ampliamente utilizados para definir 

filogenias (McAliley et al., 2006; Li et al., 2007; Meganathan et al., 2010; Meganathan et 

al., 2011; Meredith et al., 2011; Zhang et al., 2011) para definir validez taxonómica (Eaton 

et al., 2009; Hekkala et al., 2011; Posso, 2013; Shirley et al., 2013), determinación de 

hibridación (Cedeño-Vázquez et al., 2008; Rodriguez et al., 2008; Weaver et al., 2008; 

Hekkala et al., 2015; Milián-García et al., 2015) y determinación de diversidad genética 

intraespecífica (Hekkala et al., 2010; Franke et al., 2012; Kaur et al., 2013; Smolensky et al., 

2014; Cunningham et al., 2016).  

Adicionalmente, los patrones filogeográficos reconstruidos con linajes mitocondriales han 

demostrado ser útiles en la determinación de patrones demográficos y evolutivos (Godshalk, 
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2006; Russello et al., 2006; Shirley, 2013). Adicionalmente, el uso de marcadores 

mitocondriales y su aplicación en estudios filogeográficos han demostrado ser útiles para 

recuperar la diferenciación genética que da soporte a la aplicación de conceptos como ESU’s 

(ó Unidad Significativa Evolutiva por sus siglas en inglés) (Moritz, 1994; Snyder et al., 1996; 

Pestano et al., 2003). La aplicación de ESU’s en los programas de conservación resalta la 

importancia de mantener la integridad genética de linajes diferenciados, con una única 

historia evolutiva, tanto en poblaciones cautivas como en poblaciones silvestres (Snyder et 

al., 1996).  

En consecuencia la definición de ESU’s resulta relevante en un contexto estrictamente 

filogenético, en el que es difícil definir la especie o cuando esta tiene una distribución amplia 

(como el caso de C. acutus; Ver: Milian-Garcıa et al., 2011), ya que permite direccionar al 

taxón hacia un contexto evolutivo y ecológico, que es precisamente en los que la diversidad 

genética puede articular estrategias de conservación exitosas (DeYoung & Honeycutt, 2005). 

Adicionalmente, permite a mediano plazo establecer criterios de priorización regional y 

nacional para la conservación de estos acervos genéticos, minimizando de paso, el impacto 

que tienen las actividades humanas sobre las poblaciones naturales (DeYoung & Honeycutt, 

2005).  

Por lo tanto, conservar la integridad genética de estas ESU’s, es vital para el aprovechamiento 

sostenible de C. acutus (Vogler & Desalle, 1994; Pennock & Dimmick, 1997; Hammond et 

al., 2001). Las ESU’s en su concepción y aplicación en campo reflejan una estructura 

filogeográfica que representa un potencial adaptativo y la diversidad necesaria para procesos 

de especiación, adicionalmente permiten aplicar estrategias de manejo y conservación in-situ 

de la especie (Ryder, 1986; Moritz, 1994; Crandall et al., 2000).  
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Lastimosamente, pocos esfuerzos se han realizado para entender a la especie de manera 

íntegra. Hasta el momento en Colombia solo un estudio ha analizado genéticamente C. 

acutus. Bloor et al. (2015) aclararon las relaciones genéticas entre poblaciones cautivas de 

C. acutus en tres zoocriaderos, utilizando marcadores mitocondriales y reportaron dos linajes 

mitocondriales (entendidos como una secuencia de individuos que forman una línea directa 

de descendencia en una representación filogenética, siendo cada nueva “rama” de ésta 

filogenia, el resultado directo de la evolución desde un nodo ancestral inmediato, aplicando 

marcadores de origen mitocondrial) presentes en Colombia. Uno de estos linajes se relaciona 

filogenéticamente con uno previamente reportado por Oaks (2011) Estos hallazgos 

representan el primer y único análisis genético realizado en Colombia con individuos de C. 

acutus.  

Sin embargo en Bloor et al. (2015), las inferencias sobre el origen geográfico de los linajes 

se basaron únicamente en el supuesto de que los haplotipos de Colombia y de Centroamérica 

son cercanos genética y geográficamente. Éstos autores, tampoco lograron establecer la 

procedencia de los individuos fundadores de los zoocriaderos, ni definir propiamente las ESU 

que permitieran mantener la integridad genética (y la diversidad) de las poblaciones de C. 

acutus en Colombia (Crandall et al., 2000; Blair et al., 2012; Franke et al., 2012). 

Aunque C. acutus no representa el caso más crítico de las dos especies del genero Crocodylus 

presentes en Colombia (ya que presenta una amplia distribución y el grado actual de amenaza 

es menor en comparación al de C. intermedius), recibe gran atención, pues la resolución 017 

de 1987 (INDERENA) permitió su cría en cautiverio (zoocría) en Colombia. Actualmente, 

solo siete de los 11 zoocriaderos de C. acutus en funcionamiento tienen permiso CITES de 

exportación (Morales-Betancourt et al., 2015), sin embargo, la especie pasó a ser blanco de 
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tráfico ilegal de pieles procedentes del medio natural para ser exportadas como producto final 

del ciclo cerrado (procedimiento conocido como lavado de pieles). Adicionalmente, los 

programas de zoocría fueron propuestos (Res. 1772 de 2010) como reservorios para futuros 

programas de conservación (Res. 1772 de 2010), a través de reintroducciones y 

translocaciones de individuos parentales (Tenhumberg et al., 2004). Sin embargo, los datos 

sobre procedencia de parentales fundadores o información genética de los mismos es 

prácticamente nulos (Bloor et al., 2015). 

El presente estudio pretende dilucidar la estructura filogeográfica en localidades de muestreo 

de C. acutus en Colombia, basado en análisis de secuencias de mtDNA, específicamente de 

los genes COI y cytb. Las localidades de muestreo incluyen: ocho sobre el litoral Caribe: 

Bahía Portete y Pantano de Michiragua ambos en La Guajira; PNN Tayrona, río Buritaca y 

río Gaira (así como un tercer individuo del que se desconoce la procedencia; ver Tabla 1), 

todos en el departamento del Magdalena; Bajo Canal del Dique, municipio de Turbaná en 

Bolívar; Ciénaga de la Barcés en San Onofre, Sucre y Bahía de Cispatá en Córdoba, asi como 

dos localidades “tierra adentro” como PNN Paramillo en el departamento de Córdoba y 

Cuenca del río Sardinata en Catatumbo en Norte de Santander (Fig. 1). 

Adicionalmente, se llevó a cabo análisis incluyendo secuencias homologas previamente 

publicadas en GenBank (Números de Acceso: KF273834- KF273849) por Bloor et al. 

(2015). Con los resultados generados en este estudio y aquellos previamente reportados, se 

pretende: i) determinar la diversidad genética de C. acutus en Colombia, ii) localizar 

geográficamente los linajes presentes en Colombia, iii) identificar los procesos que 

delinearon las poblaciones naturales de C. acutus en Colombia y reconocer la importancia 

evolutiva de los linajes “colombianos” en la diversidad genética de la especie, iv) delinear 
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estrategias de conservación que incorporen los resultados de este estudio, y que permitan 

asegurar la permanencia de la especie, y el potencial evolutivo y adaptativo de las 

poblaciones de C. acutus en Colombia. 

Este estudio, tiene implicaciones en taxonomía y diversidad genética de la especie, al tiempo 

que fundamenta las bases del manejo y conservación de poblaciones naturales y cautivas de 

C. acutus, mediante programas de reintroducción y refuerzo poblacional fundamentados en 

información genética de la especie. Las implicaciones de este estudio en la legislación pueden 

ser de orden nacional. Cabe resaltar que éste es el primer estudio en analizar genéticamente 

poblaciones naturales de Colombia para Crocodylus acutus y considerar gran parte de su gran 

área distribucional.   
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Marco teórico 

 

Biología de Crocodylus acutus 

Una especie del grupo de los “cocodrilos verdaderos”, el cocodrilo americano (o Crocodylus 

acutus) tiene un cuerpo robusto con una cola larga y poderosa. Piernas cortas pero 

musculosas terminadas en garras afiladas, el hocico es triangular, alargado, contiene 14 a 15 

dientes cónicos en cada lado (De La Ossa-Lacayo et al., 2013). El cuarto diente de la 

mandíbula inferior encaja en una fosa en el maxilar superior, que continúa siendo visible con 

la boca cerrada. El oído, los ojos y las fosas nasales se encuentran en la parte superior de la 

cabeza de modo que casi todo el cuerpo puede estar sumergido. Un pliegue de piel puede 

cerrar la tráquea para permitir que el cocodrilo para abrir la boca bajo el agua y respirar a 

través de las fosas nasales (Grigg, 2015). Los ojos están cubiertos con un tercer párpado para 

protegerlos bajo el agua. Las pupilas son aberturas verticales para ayudar con la visión 

nocturna y hay una clara protuberancia delante de los ojos, conocida como elevación pre-

ocular (Rodríguez-Melo, 2002). La elevación pre-ocular es característica de este especie 

(Morales-Betancourt et al., 2015). 

Los neonatos son de color verde con bandas oscuras en el dorso y la cola. Los juveniles son 

de color verde oliva y ya no están las bandas. Los adultos son de color gris opaco, con el 

vientre blanco a amarillo (De La Ossa-Lacayo et al., 2013). En comparación con otras 

especies de cocodrilos, la armadura de escamas óseas es menos prominente, y están 

dispuestas de manera más irregular que en el cualquier otra especie de Crocodylus (Rueda-

Almonacid et al., 2007). 
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Crocodylus acutus alcanza la madurez sexual entre los1,8-2,5 m y entre 6 a 9 años de edad 

(Rueda-Almonacid et al., 2007). La hembra prepara un nido durante la estación seca, ya sea 

en un hoyo o en un montículo de barro y arena. Los huevos permanecen cubiertos e incuban 

a diferentes temperaturas de manera que en proporción nazcan hembras y machos, el periodo 

de incubación tiene una duración de 90 días. El cortejo tiene un periodo de dos meses, durante 

el cual la hembra debe reducir la agresión territorial, y el macho realiza señales audibles y 

levanta la cabeza para exponer su garganta, y acariciando su cabeza y cuello (De La Ossa-

Lacayo et al., 2013). La hembra permanece cerca del nido, el nacimiento de los neonatos 

coincide con el inicio de las lluvias en la mayoría del territorio (De La Ossa-Lacayo et al., 

2013). Sólo unos pocos neonatos sobreviven debido a la depredación sobre todo por 

mamíferos carnívoros y otros crocodílidos (Rodríguez-Melo, 2002; Rueda-Almonacid et al., 

2007; De La Ossa-Lacayo et al., 2013).  

En Colombia esta especie está distribuida en las áreas hidrográficas del Caribe, Magdalena, 

Cauca y el Pacífico. Se halla en la Ciénaga Grande de Santa Marta y caños aledaños, así 

como en los caños Limón y Los Frailes de la Ciénaga de Zapatosa y en el caño el Venado de 

la Ciénaga de Chilloa. Habita en el Canal del Dique, las ciénagas de la Caimanera 

(Departamento de Sucre) y Playoncito (Departamento de Bolívar) así como en Bahía de 

Cispatá (Departamento de Córdoba). Adicionalmente, se pueden encontrar poblaciones 

aisladas como en Bahía Portete, Honda y Hondita en La Guajira (Rodríguez-Melo, 2002; 

Barrera, 2004). Recientemente, una población saludable y abundante acaba de ser evaluada 

en el PNN Paramillo en el departamento de Córdoba (Viloria-Lagares, Moreno-Arias, Bloor, 

En Prensa). Sin embargo, se considera que no hay más de 250 individuos adultos en estado 

silvestre, en poblaciones fragmentadas (Barrera, 2004).  
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Estado de conservación 

Categoría global IUCN: Vulnerable VU (Morales-Betancourt et al., 2015); CITES: Apéndice 

I (De La Ossa-Lacayo et al., 2013), excepto para Cuba que fue transferido en 2007 al 

Apéndice II (De La Ossa-Lacayo et al., 2013). En algunas áreas de Colombia se han llevado 

a cabo estudios y programas de conservación. Este es el caso de la ciénaga de La Caimanera 

y ciénaga de Guacamayas en el golfo de Morrosquillo, Sucre (CARSUCRE). También cuenta 

con un plan de conservación en bahía Portete (CORPOGUAJIRA y Asociación Desarrollo 

Guajiro 2006). Existe un plan de manejo preliminar para la conservación de las poblaciones 

liderado por CORPONOR en los ríos Sardinata, San Miguel, Nuevo Presidente y Tibú, región 

del Catatumbo, departamento de Norte de Santander (Ulloa, 2011). El plan de conservación 

más completo y representativo es el desarrollado en bahía Cispatá, liderado por la CVS y 

ASOCAIMAN, donde a la fecha se cuenta con información técnica de unos diez años de 

monitoreo que muestran la estabilidad y recuperación de la población (Ulloa & Sierra, 2006).  

Estudios genéticos de C. acutus 

Se han realizado estudios en C. acutus utilizando marcadores tipo microsatélite con primers 

heterólogos (Isberg et al., 2004; Miles et al., 2008; Weaver et al., 2008) diseñados 

específicamente para C. johnsoni (Fitzsimmons et al., 2001), C. moreletii (Dever & 

Densmore, 2001) y C. porosus (Miles et al., 2008). Sin embargo, estos marcadores tipo 

microsátelite han mostrado bajo polimorfismo y evidencia de alelos nulos en C. acutus. 

Estudios moleculares en C. acutus con mtDNA se han realizado en Centro y Norteamérica 

(Venega-Anaya et al., 2007; Cedeño-Vázquez et al., 2008; Rodriguez et al., 2008; Weaver 

et al., 2008; Milián-García et al., 2011; Rodriguez et al., 2011; Mauger et al., 2012), sin 

embargo, estos estudios incluyen en sus análisis pocos individuos, procedentes de pocas 

localidades (dos o tres en la mayoría de los casos) de muestreo. En algunos de estos estudios 
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(Cedeño-Vázquez et al., 2008; Weaver et al., 2008; Milián-García et al., 2011), se utilizan 

genes como cytb o COI, o genes mitocondriales con tasas de mutación similares a los usados 

en este estudio, en los que la diversidad genética difícilmente supera tres haplotipos, 

usualmente agrupados en un solo haplogrupo. 

A la fecha, en Colombia solo un estudio se ha realizado (Bloor et al., 2015) procurando 

reconstruir las relaciones filogenéticas de Crocodílidos presentes en el país. Sin embargo, 

este estudio solo logró incluir individuos cautivos de C. acutus en sus análisis. En 

consecuencia, las relaciones entre poblaciones naturales de crocodílidos son aún 

desconocidas, así como la diversidad genética de las especies presentes en Colombia. Por lo 

tanto se sabe muy poco acerca de los niveles de diferenciación de las poblaciones naturales 

o en cautiverio, y el valor actual de las poblaciones comerciales para programas de 

conservación y reintroducción de la especie es desconocido (Bloor, 2013).  

Marcadores Moleculares 

El desarrollo de técnicas moleculares ofrece metodologías más precisas para la identificación 

de especies, poblaciones e individuos (DeSalle & Amato, 2004). Las secuencias de mtDNA 

surgieron como una opción popular dentro de los marcadores moleculares, para la 

discriminación de especies y la identificación de estructura filogeográfica, dado que los 

niveles de polimorfismo son capaces de proporcionar la identificación de especies y 

relaciones entre distintas áreas geográficas (Moore, 1995). 

Por estas razones, las secuencias de mtDNA han sido ampliamente usadas para identificación 

de especies y la descripción de variación geográfica (Eaton et al., 2009; Hekkala et al., 2011; 

Meganathan et al., 2013; Shirley et al., 2014), para el control de tráfico de especies (Wan & 

Fang, 2003; Lorenzini, 2005; Dawnay et al., 2007), programas de rehabilitación, manejo y 
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conservación (Miller et al., 2010; Wronski et al., 2010; Anderwald et al., 2011; Bertola et 

al., 2011; Schmidt et al., 2015). 

Además mtDNA ha sido ampliamente utilizado como marcador molecular, ya que la 

molécula entera constituye una unidad genealógica ligada de herencia matrilineal que 

presenta diferentes tasas evolutivas en sus secuencias, como es el caso de COI y cytb, que 

permiten reconocer la estructura poblacional de las especies y la interpretación filogenética 

(Avise, 1994; Shaw, 2002). 

Filogeografía 

La filogeografía parte de la idea de que la gran mayoría de las especies en la naturaleza 

exhiben cierto grado de estructura genética asociada con la geografía. Esta estructura puede 

ser muy compleja, como en especies que habitan áreas de fuerte actividad tecto–volcánica o 

paleoclimática, o de menor complejidad, como el caso de poblaciones con tasas altas de 

migración o cuyo aislamiento, hablando en tiempos geológicos, es relativamente reciente 

(e.g. última glaciación) (Avise, 2000). De esta forma, es posible detectar la estructura 

filogeográfica entre poblaciones cuando la dimensión genealógica es analizada a la par de 

los eventos geológicos y geográficos.  

Es decir, la estructura filogeográfica refleja la interacción entre los procesos demográficos y 

genealógicos y la dinámica de los procesos de la tierra (geológicos o climáticos). Así, la 

filogeografía se define como la disciplina que estudia los principios y procesos que gobiernan 

la distribución geográfica de los linajes genealógicos (Avise, 2000). Este análisis conjunto 

de aspectos filogenéticos, de genética de poblaciones y de biogeografía en poblaciones 

naturales, ha tenido repercusiones importantes en las áreas de biología evolutiva, ecología y 

conservación (Domínguez–Domínguez & Vázquez–Domínguez, 2009). 
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Reloj Molecular y Tiempos de Divergencia 

Una forma sencilla de evaluar las relaciones evolutivas entre diferentes alelos es estimar 

cuánto difieren dos secuencias homólogas. Esto es, se puede estimar hace cuánto tiempo 

divergieron dos secuencias con base en qué tan diferentes son una de otra, pues secuencias 

similares en general habrán divergido recientemente y secuencias muy diferentes habrán sido 

evolutivamente independientes por un tiempo relativamente largo. 

Desde el descubrimiento de Zuckerkandl & Pauling (1962), que las proteínas tienen una tasa 

de evolución característica y que los genes tienen cada uno, una tasa de evolución diferente, 

los relojes moleculares han sido la herramienta más utilizada para calcular tiempos de 

divergencia (Bromham & Penny, 2003). Zuckerkandl & Pauling (1962), compararon 

secuencias de proteínas (principalmente hemoglobinas) de diferentes especies, trazaron el 

número de cambios de aminoácidos entre secuencias de proteínas comparado con edades de 

especies calculadas por registro fósil. Posteriormente, reportaron un incremento lineal de 

crecimiento de acumulación de cambios de aminoácidos con el tiempo evolutivo. Algunas 

proteínas mostraron una tasa constante entre las especies, pero cada proteína posee una tasa 

característica diferente, así: las histonas evolucionaron muy lento, citocromo c fue más rápida 

(aunque más lento que las hemoglobinas), y los Fibrinopéptidos fueron incluso más rápidos 

(Zuckerkandl & Pauling, 1962). 

Sin embargo, fue más tarde, con el trabajo de Kimura quien desarrolló la teoría neutral de la 

evolución molecular, que se describió propiamente un reloj molecular: sea la N individuos, 

y para mantener este simple cálculo, que los individuos sean haploides. La probabilidad de 

que esta nueva mutación será fijada en la población es entonces 1/N, puesto que cada copia 

del gen es tan buena como cualquier otra. Cada generación, cada individuo puede tener 
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nuevas mutaciones, así que hay N nuevas mutaciones neutrales en la población en su 

conjunto. Eso significa que en cada generación, nuevas mutaciones neutras se fijarán. Si la 

mayoría de los cambios observados durante la evolución molecular son neutrales, las 

fijaciones en una población se acumulan a una velocidad de reloj que es igual a la tasa de 

mutaciones neutras en un individuo. Los relojes moleculares se utilizan en actualidad para 

estimar el tiempo de ocurrencia de eventos llamados especiación o radiación. Los datos 

moleculares utilizados para tales cálculos son por lo general las secuencias de nucleótidos de 

ADN (Martin & Palumbi, 1993). 

La calibración del reloj molecular se basa en la fecha aproximada cuando dos linajes 

genéticos divergieron, fecha que idealmente debería obtenerse de información independiente 

de la molecular, por ejemplo del registro fósil o de un evento geológico conocido (e.g. 

surgimiento de una isla elevación de una cordillera) (Domínguez–Domínguez & Vázquez–

Domínguez, 2009). Posteriormente se calcula el valor de divergencia (de las secuencias) que 

ha habido desde esa fecha, ello al dividir la cantidad de divergencia que ha ocurrido durante 

ese tiempo entre el tiempo estimado desde que divergieron, con lo que se obtiene una 

estimación de la tasa a la que ha ocurrido la evolución molecular. 

Por ejemplo, si se tienen dos secuencias de 500 pb, las cuales difieren en 20 pb y se conoce 

un evento geológico que sucedió hace 1 millón de años, se tiene que:  

Fechado = 1.000.000 años 

Cantidad de divergencia = 20/500 = 0,04 (= 4 %) 

Calibración: dado que normalmente se expresa en términos de porcentaje de divergencia por 

millón de años, en este ejemplo la calibración del reloj molecular sería de 4 % de divergencia 
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por cada millón de años. Tomando en cuenta que los diferentes haplotipos dentro de una 

población registran la historia matrilineal de eventos mutacionales, la filogeografía ha podido 

emplear estimaciones del reloj molecular, ya sea de mtDNA o de marcadores nucleares. El 

mtDNA tiene una tasa de diferenciación alta, pero muy variable entre grupos taxonómicos; 

el reloj molecular más ampliamente utilizado es el de vertebrados –y más específicamente 

mamíferos– de aproximadamente 2 % de divergencia de secuencias por cada millón de años 

(Brown et al., 1979). Sin embargo, este reloj constante es atribuible solo a cambios en ciertas 

posiciones de nucleótidos específicas, además, diferentes regiones y genes del mtDNA 

presentan variadas tasas de evolución dentro de un mismo linaje. 

Unidad evolutivamente significativa (ESU) y Unidades de Conservación 

Con la reciente expansión de la genética de la conservación (DeSalle & Amato, 2004), el 

diagnóstico de las unidades de conservación ahora normalmente incluye el reconocimiento 

de la diversidad genética y, en concreto, los linajes evolutivos únicos o Unidades 

Evolutivamente Significativas (ESUs, por sus siglas en inglés; Ryder, 1986; Moritz, 1994). 

Las ESUs son grupos monofiléticos de poblaciones genéticamente diferenciadas dentro de 

una gran especie monofilética que muestra una larga historia de evolución independiente 

(Ryder, 1986; Moritz, 1994), y son a menudo caracterizadas por monofília recíproca en loci 

mitocondriales (mtDNA) y divergencia significativa de las frecuencias alélicas en loci 

nucleares (Moritz, 1994). Crandall et al. (2000) sugirieron que las ESUs deben ser definidas 

en términos más generales utilizando los conceptos de –intercambiabilidad- genética y 

ecológica. La intercambiabilidad se rechaza cuando existe evidencia "significativa" para la 

diferenciación ecológica o genética entre poblaciones, y estas poblaciones deben ser 

reconocidos como ESUs separadas (Crandall et al., 2000). Los linajes evolutivos únicos 
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deben ser reconocidos como unidades de planificación de conservación para evitar la 

hibridación y el potencial de depresión por exogamia (Templeton et al., 1986; DeSalle & 

Amato, 2004), y también porque se trata de especies filogenéticas que no se puede recuperar 

si se pierden (Cracraft, 1983; Moritz, 2002). En efecto, el manejo de varios taxones 

genéticamente distintos como una sola unidad puede resultar en la extinción local de los 

linajes únicos (Daugherty et al., 1990). 

Unidades de Manejo (MU’s) 

Para que las acciones de conservación sean implementadas se deben identificar las MU’s 

dentro de las ESUs (Moritz, 1994). La evaluación de la variación genética se ha convertido 

en una práctica estándar para la identificación de las MU’s las cuales típicamente incluyen 

una consideración de la presencia de linajes evolutivos o ESUs (Hedrick & Hurt, 2012). La 

identificación de MU’s es fundamental para el trabajo en biología de conservación con 

poblaciones naturales y es crucial para evaluar los efectos de la actividad humana sobre la 

abundancia de una especie (Palsboll et al., 2007).  

La identificación de las MU’s debe hacerse mediante la evaluación de datos genéticos de 

poblaciones distribuidas lo largo de un rango geográfico, en donde se debe estimar la cantidad 

de divergencia genética en la que las poblaciones se hacen demográficamente independientes 

(Michaux et al., 2004). El reconocimiento de las poblaciones naturales de C. acutus es 

urgente, así como lo es el establecimiento de las distancias genéticas entre ellas, ya que cruces 

entre linajes diferentes localmente adaptados, podría resultar en depresión por exogamia 

(Lynch, 1991), por lo tanto, la definición de MU’s en C. acutus basado en marcadores 

moleculares debe ser un objetivo de importancia primaria. 
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Unidades de Conservación de Crocodílidos (Crocodile Conservation Units o CCU’s) 

Como resultado del estatus poblacional de C. acutus, en la reunión del Grupo de Especialistas 

en Cocodrilos (CSG, por sus siglas en inglés), celebrada en Gainesville en el 2002, se 

identificaron nueve unidades (o bio-regiones) territoriales de importancia prioritaria para la 

conservación del Cocodrilo Americano en todo su rango distribucional (Thorbjarnarson et 

al., 2006). Dentro de estas bio-regiones, se definieron localidades o Unidades de 

Conservación de Cocodrilos (CCU por sus siglas en ingles), y representan sectores del área 

conocida de distribución, donde se considera que la población es autosostenible por el 

próximo siglo, o en su defecto, que posee las condiciones favorables para alcanzar dicha 

autosostenibilidad (Thorbjarnarson et al., 2006).  

Estas áreas se caracterizan por tener poblaciones reproductivas de C. acutus, por exhibir 

conectividad y hábitats poco alterados. Se agrupan en función del número de parentales 

estimados (<50, 50–100, 100–500, 500–1.000 o más de 1.000 parentales) o en función del 

número de nidos hallados (0, 1–10, 11–50, >100 nidos/año). En total, las CCU suman un área 

total de 737.764 Km2, y se clasificaron en dos grupos: aquellas con un porcentaje 

significativo de área protegida (≥50%; I) y aquellas con poca (≤10%; II) (Thorbjarnarson et 

al., 2006). Para el grupo I, se estimó la efectividad de las áreas protegidas, al implementar 

medidas de manejo y protección, se clasificaron como: Muy Efectiva (F), Parcialmente 

efectiva (P) o inefectiva (I) (Thorbjarnarson et al., 2006). 

Distribución de Diferencias Pareadas (Mismatch Distribution) 

Es la distribución del número observado de diferencias entre pares de haplotipos. 

Generalmente Esta distribución es multimodal en las muestras extraídas de las poblaciones 

en equilibrio demográfico, ya que refleja la forma altamente estocástica de los árboles de 
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genes, pero por lo general es unimodal en las poblaciones de haber pasado por una expansión 

demográfica reciente (Hudson et al., 1992; Rogers & Harpending, 1992) o a través de una 

expansión geográfica con altos niveles de flujo genético (migración) entre poblaciones (Ray 

et al., 2003; Excoffier, 2004). Mediante esta aproximación es posible calcular la distribución 

del número observado de diferencias entre pares de haplotipos de la muestra (del 

alineamiento), permitiendo realizar inferencias al estimar parámetros de expansiones 

repentinas demográficas (o espaciales) un grupo, utilizando un enfoque de mínimos 

cuadrados generalizados (Schneider & Excoffier, 1999).  

Gráficas de Líneas de Cielo (Skyline Plot) 

En las gráficas de líneas de cielo (Skyline Plot), generalizadas o no, se utiliza el tamaño 

efectivo de la población (Ne). Para ello, se estima la media armónica del tamaño efectivo 

para cada intervalo o internodos, medidos en eventos mutacionales que corresponden a 

periodos de tiempo (Mi), la cual se grafica contra el tiempo para tener una representación no 

paramétrica de tamaño efectivo de la población a lo largo del tiempo (Ho & Shapiro, 2011). 

Finalmente se ajustan modelos demográficos específicos y se estiman los parámetros 

correspondientes utilizando máxima verosimilitud (Emerson et al., 2001; Strimmer & Pybus, 

2001). La ventaja de los skylines generalizados es que pueden aplicarse en casos en los que 

el árbol genealógico no está totalmente resuelto y/o los datos no sean muy variables.  

Análisis de Clados Anidados en Filogeografía (Nested Clade Phylogeographic Analysis) 

El análisis filogeográfico de clados anidados (NCPA, por sus siglas en inglés) es una manera 

de explorar el método de uso de redes, el cual intenta establecer un esquema de análisis de 

hipótesis nulas, ya sea para rechazarlas o para fracasar en el intento. Es un enfoque que ha 

estado sujeto a críticas muy fuertes por parte de los que apoyan más bien el uso de métodos 
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de análisis de hipótesis que exploran la mayor parte del universo posible de hipótesis por 

medio de simulaciones o con base en la probabilidad de los datos obtenidos a partir de ciertos 

supuestos estipulados en modelos específicos de filogeografía. 

Este análisis está basado en dos parámetros básicos: el primero, llamado Dc, mide la distancia 

promedio que hay entre un individuo que tiene el haplotipo de un clado particular y el centro 

geográfico de todos los individuos del mismo clado, sin importar de qué haplotipo son. El 

segundo es Dn, es la distancia promedio entre un individuo que tiene el haplotipo del clado 

particular y el centro geográfico de todos los individuos del clado del siguiente nivel 

jerárquico, el cual contiene el clado de interés, y sin importar qué haplotipos tiene. 

Así, por ejemplo, si el centro geográfico de un clado es muy distante de la posición geográfica 

del clado que lo contiene se puede inferir que hubo una colonización a larga distancia, o si, 

por ejemplo, en un clado se halla el centro geográfico de los clados derivados que contiene 

(es decir, que éstos están en las puntas) en un área más amplia que los clados ancestrales que 

contiene (que están en posiciones centrales de la red), inferiríamos que hay una ampliación 

del rango geográfico. Así, comparando los centros geográficos, y si los clados son derivados 

(puntas) o ancestrales (interiores), se pueden hacer diferentes tipos de inferencia. Además de 

la colonización a larga distancia y la ampliación del rango ya mencionadas, se puede inferir 

fragmentaciones y aislamiento por distancia.  
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Objetivos 

 

Objetivo General 

 

Determinar diversidad genética intraespecífica y la estructura filogeográfica del cocodrilo 

aguja (Crocodylus acutus) en Colombia mediante marcadores mitocondriales con el fin de 

apoyar estrategias de conservación y manejo 

 

 

Objetivos Específicos 

 

1. Describir la diversidad genética intraespecífica y la estructura filogeográfica del 

cocodrilo aguja (Crocodylus acutus) en Colombia, a partir de los genes 

mitocondriales cytb y COI. 

 

2. Identificar las relaciones históricas/evolutivas del cocodrilo aguja (Crocodylus 

acutus) en Colombia, a partir de los genes mitocondriales cytb y COI. 

 

3. Utilizar los datos geológicos disponibles para ayudar a interpretar los patrones de 

diversidad y estructura encontrados. 

 

4. Proponer recomendaciones de manejo y conservación para poblaciones in-situ y ex-

situ con base en los resultados de este estudio.   
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Materiales y Métodos 

Muestreo 

Se realizaron salidas de campo a localidades silvestres, o a entidades (públicas y privadas) 

con individuos cautivos procedentes de poblaciones naturales, con el fin de colectar 

muestras de tejido de Crocodylus acutus. En total se muestrearon 10 localidades, 

naturales o poblaciones cautivas representadas así: siete localidades naturales, Bahía de 

Cispatá, Bajo canal del Dique, PNN Tayrona, PNN Paramillo, Complejo cenagoso la 

Barcés, Rio Buritaca y un individuo procedente de Bahía de Cispatá, así como cinco 

localidades cautivas con individuos de procedencia conocida: CVS/ASOCAIMAN 

(aunque los individuos del programa de conservación de caimán aguja de la CVS 

proceden de la bahía), CORPOGUAJIRA/Pantano de Michiragua, CORPONOR/Región 

del Catatumbo-rio Sardinata, Cerrejón S.A./Bahía Portete y CORPAMAG-Aguaviva/rio 

Gaira. (Fig. 1).  

Para todos los individuos muestreados se colectó tejido de una de las escamas caudales. 

Las muestras fueron cortadas con bisturí quirúrgico y pinzas (o sacabocados), 

posteriormente fueron almacenadas en viales roscados con etanol al 96% y almacenadas 

en neveras comunes (si las condiciones de campo lo permitían). Todas las muestras 

fueron etiquetadas individualmente con un código consecutivo del banco de tejidos y 

ADN del Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia IGUNdna (Tabla 

1). Posteriormente, almacenadas en neveras a -80°C, con previo cambio de etanol al 95%.  
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Tabla 1. Muestras de individuos de Crocodylus acutus. Procedencia del individuo: entidad con 

jurisdicción sobre el individuo (individuos cautivos) o localidad de captura. 

Departamento Municipio 
Corporación/localidad de procedencia 

o captura 

Coordenadas 

de captura o 

procedencia 

Código de 

análisis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7305Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7318Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7332Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7333Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7335Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7340Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7342Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7343Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7344Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7345Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7346Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7347Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7349Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7355Cis 

Córdoba San Antero Bahía Cispatá 
9°25'13,5''N  

75° 50' 55,1''O 
7358Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7360Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7361Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7362Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7365Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7367Cis 

Córdoba San Antero CVS/Bahía Cispatá 
9°23'41.21"N 

75°46'52.86"O 
7371Cis 

Bolívar Turbaná Bajo Canal del Dique 
10°09’35,3’’N 

75°31’36,3’'O 
7374Diq 

Bolívar Turbaná Bajo Canal del Dique 
10°09’19,2’’N 

75°31’27,2’’O 
7375Diq 

Bolívar Turbaná Bajo Canal del Dique 
10°09’35,6’’N 

75°31’56.8’’O 
7376Diq 

Bolívar Turbaná Bajo Canal del Dique 
10°09’27,2’’N 

75°31’67,8’’O 
7377Diq 
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Departamento Municipio 
Corporación/localidad de procedencia 

o captura 

Coordenadas 

de captura o 

procedencia 

Código de 

análisis 

Bolívar Turbaná Bajo Canal del Dique 
10°09’40,4’’N 

75°31’79,4’’O 
7378Diq 

Bolívar Turbaná Bajo Canal del Dique 
10°09’20,9’’N 

75°31’56,0’’O 
7379Diq 

Bolívar Turbaná Bajo Canal del Dique 
10°09’00,3’’N 

75°32’06,5’’O 
7380Diq 

Bolívar Turbaná Bajo Canal del Dique 
10°09’25,6’’N 

75°32’05,7’’O 
7381Diq 

Bolívar Turbaná Bajo Canal del Dique 
10°09’45,3’’N 

75°32’05,7’’O 
7382Diq 

Bolívar Turbaná Bajo Canal del Dique 
10°09’57,1’’N 

75°32’03,2’’O 
7383Diq 

Magdalena PNN PNN Tayrona 
11°18'38,4'' N 

73°55'46,5''O 
7389Tay 

Magdalena PNN PNN Tayrona 
11°19'01,36''N 

73°57'08,7''O 
7390Tay 

Magdalena PNN PNN Tayrona 
11°18'41,1'' N 

73°55'52,3''O 
7391Tay 

Magdalena PNN PNN Tayrona 
11°19'01,36''N 

73°57'08,7''O 
7392Tay 

La Guajira Dibulla CORPOGUAJIRA/ciénaga Mamavita 
11°18'32.17"N 

73°14'52.28"O 
7393Mic 

La Guajira Dibulla CORPOGUAJIRA/ciénaga Mamavita 
11°18'32.17"N 

73°14'52.28"O 
7395Mic 

La Guajira Dibulla CORPOGUAJIRA/ciénaga Mamavita 
11°18'32.17"N 

73°14'52.28"O 
7396Mic 

La Guajira Dibulla CORPOGUAJIRA/boca de rio La Enea 
11°19'43.01"N 

73°13'1.16"O 
7398Mic 

La Guajira Dibulla CORPOGUAJIRA/ ciénaga Mamavita 
11°18'32.17"N 

73°14'52.28"O 
7401Mic 

La Guajira Dibulla CORPOGUAJIRA/Pantano Michiragua 
11°18'54.83"N 

73°13'18.03"O 
7405Mic 

La Guajira Dibulla CORPOGUAJIRA/Pantano Michiragua 
11°18'54.83"N 

73°13'18.03"O 
7408Mic 

La Guajira Dibulla CORPOGUAJIRA/Pantano Michiragua 
11°18'54.83"N 

73°13'18.03"O 
7409Mic 

Norte de Santander Zulia 
CORPONOR/Región del Catatumbo-rio 

Sardinata 

8°37'11.69"N  

72°39'19.93"O 
7410Cat 

Norte de Santander Zulia 
CORPONOR/Región del Catatumbo-rio 

Sardinata 

8°36'28.87"N 

72°38'41.80"O 
7411Cat 

Norte de Santander Zulia 
CORPONOR/Región del Catatumbo-rio 

Sardinata 

8°37'11.69"N  

72°39'19.93"O 
7412Cat 

Norte de Santander Zulia 
CORPONOR/Región del Catatumbo-rio 

Sardinata 

8°37'11.69"N  

72°39'19.93"O 
7413Cat 

Norte de Santander Zulia 
CORPONOR/Región del Catatumbo-rio 

Sardinata 

8°36'28.87"N 

72°38'41.80"O 
7414Cat 

La Guajira Albania Cerrejón S.A./Bahía Portete 
12°13'35.22"N 

71°52'0.33"O 
7415Por 

La Guajira Albania Cerrejón S.A./Bahía Portete 
12°13'35.26"N 

71°52'0.78"O 
7416Por 

La Guajira Albania Cerrejón S.A./Bahía Portete 
12°13'36.33"N 

71°52'0.96"O 
7417Por 
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Departamento Municipio 
Corporación/localidad de procedencia 

o captura 

Coordenadas 

de captura o 

procedencia 

Código de 

análisis 

La Guajira Albania Cerrejón S.A./Bahía Portete 
12°13'24.18"N 

71°51'48.28"O 
7418Por 

La Guajira Albania Cerrejón S.A./Bahía Portete 
12°13'35.22"N 

71°52'0.33"O 
7419Por 

La Guajira Albania Cerrejón S.A./Bahía Portete 
12°13'35.22"N 

71°52'0.33" 
7420Por 

La Guajira Albania Cerrejón S.A./Bahía Portete 
12°13'35.22"N 

71°52'0.33"O 
7421Por 

La Guajira Albania Cerrejón S.A./Bahía Portete 
12°13'35.22"N 

71°52'0.29"O 
7422Por 

La Guajira Albania Cerrejón S.A./Bahía Portete 
12°13'35.22"N 

71°52'0.33"O 
7423Por 

Córdoba PNN PNN Paramillo 
07°40'55,8''N 

76°02'44,7''O 
7425Par 

Córdoba PNN PNN Paramillo 
07°40'22,5''N 

76°04'22,5''O 
7426Par 

Córdoba PNN PNN Paramillo 
07°40'16,0''N 

76°04'42,7''O 
7427Par 

Córdoba PNN PNN Paramillo 
07°40'57,8''N 

76°02'58,6'' O 
7428Par 

Magdalena Santa Marta CORPAMAG/Desconocido 
11°13'36,54'' 

74°10'57,17'' 7429StM* 

Magdalena Bonda CORPAMAG-Aguaviva/rio Gaira 
11°08'59,70' N 

74°08'50,20''O 
7430Gai 

Magdalena Bonda CORPAMAG-Aguaviva/rio Gaira 
11°09'04,19'' 

74°08'52,27 
7431Gai 

Córdoba PNN PNN Paramillo 
07°40'58,01''N 

76°02'58,9''O 
7432Par 

Córdoba 
PNN 

PNN Paramillo 
07°40'58,24''N 

76°02'58,32''O 
7433Par 

Córdoba 
PNN 

PNN Paramillo 
07°40'58,4''N 

76°02'22,7''O 
7434Par 

Córdoba 
PNN 

PNN Paramillo 
07°40'53,9''N 

76°02'50,9''O 
7435Par 

Córdoba 
PNN 

PNN Paramillo 
07°40'54,7''N 

76°02'58,6''O 
7436Par 

Córdoba 
PNN 

PNN Paramillo 
07°40'54,7''N 

76°02'58,6''O 
7437Par 

Córdoba 
PNN 

PNN Paramillo 
07°40'55,1''N 

76°02'48,1''O 
7438Par 

Sucre San Onofre Ciénaga de la Barcés 
9°56'5.46"N 

75°34'55.63"O 
7388Bar 

Sucre San Onofre Ciénaga de la Barcés 
9°56'3.84"N 

75°35'1.84"O 
7424Bar 

Magdalena Santa Marta Río Buritaca 
11°15'45.95''N 

73°46’06,28'' 
SM1Bur 

Magdalena Santa Marta Río Buritaca 
11°14'11.3''N 

73°45'37,0'' 
SM3Bur 

*Individuo sin procedencia confirmada. Coordenada de hogar de paso de CORPAMAG. 
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Extracción y cuantificación  

El ADN genómico total fue aislado de las muestras de tejido de Crocodylus acutus 

mediante el método modificado de Fenol-Cloformo (PCI) descrito por Sambrook & 

Russell (2006). El protocolo inicia con macerado del tejido, seguido por digestión a 55°C 

toda la noche, con 25µL de proteinasa K [20µg/mL], 300 µL de STE pH 7,6 y 40µL de 

SDS 10%. Se realizó pulsos de agitación (vortéx) cada 30min durante el tiempo de 

digestión. Finalizada la digestión, se extraen 350µL de sobrenadante, y se pasa a un tubo 

nuevo de 1,5mL. A este se le adicionan 350µL de PCI (Fenol-Cloroformo y alcohol 

Isoamílico: 24:1:1), seguido por 15min de centrifugación a 15.000rpm. Finalizada la 

centrifugación se extraen 300µL de sobrenadante y se pasan a un nuevo tubo marcado de 

1,5mL, se adicionan 300µL de CI (Cloroformo y alcohol Isoamílico, 24:1), este nuevo 

tubo se centrifuga por 15min a 15.000rpm. De este proceso, se extraen 250µL y se 

agregan 625µL de etanol 100% y 45µL de acetato de amonio [5M], inmediatamente se 

incuba mínimo 2 horas a -20°C. Al finalizar al tiempo de incubación se centrifuga a 

máxima velocidad durante 20min. De este proceso se espera un sobrenadante y un 

precipitado. El sobrenadante se extrae por inversión del tubo.  

Posteriormente se realizan dos lavados con etanol 70% y precipitación mediante 

centrifuga a máxima velocidad por 10min, en ambos lavados el alcohol se extrae 

mediante inversión del tubo. Una vez finalizados los lavados, se centrifugan en 

SpeedVac® durante 10min hasta estar completamente evaporado el alcohol. El ADN 

resultante se resuspendió en 55µL de agua ultrapura o TE [1X]. La calidad y cantidad del 

ADN se evaluó con 5µL de ADN y 1 µL de Loading Dye en geles de agarosa al 0,8% y 

visualizado mediante SYBR® Safe. Como referencia de tamaño se usó escalera de peso 
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molecular GeneRuler™ de 1Kb (Thermo Fisher Scientific®). El proceso de extracción 

de ADN genómico con el protocolo de PCI, se estandarizo para utilizar pequeñas 

cantidades de tejido, y obtener suficiente ADN para la amplificación de ambos genes.  

Amplificación de ADN mitocondrial y Secuenciación 

Se amplificaron los genes mitocondriales completos citocromo b (cytb) con los primers 

Croc-GluL2 (50-AAT TCC CAT TAT TCT CAC TTG G-3’) y Croc-ThrH2 (50-TTG 

GGA AGG TGT GTG TAT TCC-3’), y Citocromo Oxidasa subunidad I (COI) con los 

primers Croc-CysL1 (50-CGA GTT TGC AGT TCG TCG TG-3’) y Croc_SerH1 (50-

AGC ATG TCG TAT TGC GGT TG-3’). Los primers fueron diseñados utilizando el 

programa PRIMER3 (Untergasser et al., 2012) con base en las secuencias disponibles en 

GENBANK de las especies de Crocodylus (Código de acceso: HM636894). Estos 

marcadores (citocromo b y Citocromo Oxidasa I) han sido previamente utilizados en 

otros estudios para la descripción de estructura filogenética, identificación taxonómica y 

filogeografía dentro del género Crocodylus (Ray et al., 2000; Ji et al., 2007; Meredith et 

al., 2011; Milián-García et al., 2011; Zhang et al., 2011; Luck et al., 2012; Meganathan 

et al., 2013; Shirley et al., 2014).  

Las amplificaciones fueron realizadas en volúmenes finales de 30 μL con 1x Standard 

PCR buffer (Fermentas®), 2,0 mM MgCl2, 0,1 mM de cada dNTP, 0,1 μM de primers y 

0,75 unidades de Taq polimerasa (Fermentas®). Las condiciones de amplificación para 

ambas regiones fueron: desnaturalización 94°C – 2 minutos, 34 ciclos de 

desnaturalización 94°C – 30 segundos, acople cebadores y ADN molde (annealing) 55°C 
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– 30 segundos (citocromo b) y 51°C – 30 segundos (Citocromo Oxidadsa I), extensión 

72°C – 2 minutos y la extensión final 72°C – 10 minutos.  

Los fragmentos amplificados fueron purificados con el protocolo de purificación por 

precipitación con etanol y resuspendidos en 23μL agua ultrapura. Posteriormente, se 

obtuvo secuencias con los mismos primers utilizados para la amplificación mediante el 

kit BigDye Terminator 3.1 y el secuenciador automático de análisis genético ABI 3500 

(Servicio de Secuenciación y análisis Molecular – SSiGMol – Instituto de Genética, 

Universidad Nacional de Colombia). Las secuencias resultantes fueron “mejoradas” 

mediante el algoritmo de PeakTrace Basecaller (Nucleics; 

https://www.nucleics.com/peaktrace-sequencing) que mejora la calidad y la longitud de 

lectura de los electroferogramas generados por secuenciación en equipos ABI. 

Posteriormente las secuencias fueron ensambladas y editadas en el programa CodonCode 

Aligner ver. 4.2 (CodonCode Corporation; www.codoncode.com). Como resultado se 

obtuvo secuencias de 1.200pb para el gen cytb y de 1.557pb para COI.  

Base de datos  

Las secuencias fueron alineadas utilizando el algoritmo CLUSTALW (Thompson et al., 

1994) implementado en BioEdit (Hall, 1999). No se detectaron codones de parada 

prematuros después de la traducción de la secuencia codificante en secuencia de 

aminoácidos utilizando el programa MEGA versión. 6.0 (Tamura et al., 2013), así como 

tampoco se encontró evidencia de numts. No se detectaron indels en las secuencias de 

cytb ni COI. Las secuencias de los dos genes fueron concatenadas, y posteriormente 

https://www.nucleics.com/peaktrace-sequencing
http://www.codoncode.com/
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analizadas en conjunto para los análisis filogenéticos, dado que no presentaron 

incongruencia de caracteres en el test de Farris (Farris, Kallersjo, Kluge et al., 1995). 

Para todos los análisis filogenéticos se utilizó como grupo externo, secuencias homologas 

obtenidas del mitocondrion de Crocodylus intermedius y Crocodylus niloticus, 

descargado de GenBank (Códigos de acceso: HM636895 y DQ273697 respectivamente), 

como secuencias de referencia se utilizaron los genes obtenidos en este estudio. En las 

gráficas resultantes, se retiró el outgroup de C. niloticus 

Se construyó una base de datos, basada en secuencias concatenadas obtenidas en este 

estudio, a esta base de datos se le denominó Alineamiento A. Adicionalmente se 

construyó un Alineamiento Alternativo, que incluyen las secuencias de este estudio, más 

ocho (8) haplotipos homólogos reportados por Bloor et al. (2015), Alineamiento B. En 

adelante estos haplotipos, serán conocidos como haplotipos previos (Tabla 7).  

Análisis de datos  

El análisis de los datos se dividió en tres grupos: Análisis Filogenéticos, que incluye 

reconstrucciones jerárquicas con los algoritmos Máxima Parsimonia (MP) e Inferencia 

Bayesiana (IB), así como construcciones de redes de haplotipos, estimación de tiempos 

de divergencia; Análisis Poblacionales, en éstos se utilizó únicamente el Alineamiento 

A, e incluyen estadísticos de diversidad genética, y de varianza molecular. Análisis 

Filogeográficos, que pretenden dilucidar el patrón y establecer el proceso demográfico 

que moldeó las poblaciones de C. acutus en Colombia, así como superposiciones de redes 

de haplotipos sobre mapas de localidades de muestreo. Estos análisis incluyen, graficas 

de línea de cielo, distribución de diferencias pareadas y análisis de clados anidados. La 
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composición nucleotídica general, se realizó en DnaSP v.5 (Librado & Rozas, 2009) y 

MEGA 5 (Tamura et al., 2013). 

Análisis Filogenéticos: los alineamientos A y B se dividieron en tres esquemas de 

partición: (1) combinando secuencias de ambos genes, (2) secuencias de genes separados, 

y (3) particiones separadas para codón posiciones 1 y 2 (cp 1 + 2) y codón posición 3 (pc 

3). El modelo evolutivo más apropiado para cada esquema de partición se seleccionó 

mediante el Criterio de Información de Akaike corregido (AICc), como se implementa 

en el programa JModeltest2 (Darriba et al., 2012). Las relaciones filogenéticas fueron 

reconstruidas con los algoritmos Máxima parsimonia (MP) e Inferencia Bayesiana (IB). 

Análisis filogenéticos de Máxima Parsimonia fueron realizados en PAUP ver. 4.0b10 

(Swofford, 2002). Las búsquedas heurísticas consistieron en 10.000 secuencias aleatorias 

repetitivas adicionales con TBR (Tree Bisection Reconnection) como modelo de Branch-

Swapping. Se calculó un consenso estricto de todos los árboles más parsimoniosos. Se 

evaluó el soporte relativo de los clados utilizando bootstrap no paramétrico (Felsenstein, 

1985), sobre la base de análisis de búsqueda heurística, utilizando 200 repeticiones para 

cada nuevo muestreo de los datos. IB se llevó a cabo utilizando el programa MrBayes3.2 

(Ronquist et al., 2012). Las particiones de datos de cytb y COI se utilizaron con sus 

respectivos modelos (los parámetros fueron desligados). 10.000.000 MCMC (Markov 

Chain Monte Carlo) se ejecutaron en paralelo (4 cadenas de cada uno), a partir de un 

árbol al azar, hasta 1.000 generaciones, registrando cada 100 generaciones. 

Para determinar las relaciones entre secuencias, y obtener una mayor resolución de las 

relaciones intraespecíficas de C. acutus, se realizó un análisis de redes de haplotipos. Las 

secuencias que diferían en al menos una sustitución nucleotídica fueron consideradas 
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como haplotipos distintos. El análisis de las genealogías se realizó mediante la 

construcción de una red de haplotipos utilizando el programa TCS 1.21 (Clement et al., 

2000), que fundamenta su algoritmo en Parsimonia. Se empleó un criterio de conexión al 

95%, con el fin de extender al máximo la red de haplotipos sin esforzar el análisis. En 

este caso se utilizaron los alineamientos A y B, sin grupo externo. 

La estimación de los tiempos de divergencia se realizó empleando BEAST ver 2.3 

(Bouckaert et al., 2014), utilizando como modelos de sustitución GTR o HKY (variando 

entre particiones) y los parámetros de cambio nucleotídico generados por JModelTest2 

(Darriba et al., 2012), un reloj relajado que considera distintas tasas de mutación entre 

genes y tasas divergencia de 0,01 para cytb y 0,0075 para COI. La cadena MCMC tuvo 

una longitud de 50’000.000, muestreando cada 1.000 y un burn-in del 10%.  

Análisis Poblacionales: La estructura genética hallada en poblaciones se infirió 

mediante el Análisis Molecular de la Varianza (AMOVA), este análisis incorpora 

información de divergencia haplotípica en formato de análisis de la varianza, derivada de 

una matriz de distancia genética entre todos los pares de haplotipos, y permite reflejar la 

correlación entre la diversidad haplotípica y los diferentes niveles de subdivisión 

jerárquica. La descripción de la diversidad genética de las localidades de C. acutus se 

realizó considerando tres agrupaciones: i) por cada localidad muestreada, ii) por linajes 

y iii) todos los individuos, en todos los casos con el Alineamiento A. Los análisis de 

diversidad genética, se realizaron en ARLEQUIN 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). El 

AMOVA se realizó con 20.000 permutaciones y el método de distancia de Tamura & Nei 

(Tamura & Nei, 1993).  
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Tabla 2. Matriz de distancias entre localidades de muestreo, implementadas en ANeCA ver. 1.2 y 

AR (Lemey et al., 2009). Las distancias fueron establecidas usando Google Earth. 

 Tayrona Portete Catatumbo Michiragua Gaira Dique Barcés Buritaca Cispatá Paramillo 

Tayrona 0 497,17 660,95 159,55 56,38 429,74 469,78 41,94 590,35 926,16 

Portete 497,17 0 816,32 357,59 551,36 921,62 967,09 466,18 1069,38 1360,15 

Catatumbo 660,95 816,32 0 609,03 648,29 717,84 705,81 633,52 724,15 775,47 

Michiragua 159,55 357,59 609,03 0 205,43 566,09 600 119,95 711,84 1015,06 

Gaira 56,38 551,36 648,29 205,43 0 373,57 413,4 86,44 534,14 873,08 

Dique 429,74 921,62 717,84 566,09 373,57 0 51,3 456,22 178,04 559,91 

Barcés 469,78 967,09 705,81 600 413,4 51,3 0 493,82 127,95 508,62 

Buritaca 41,94 466,18 633,52 119,95 86,44 456,22 493,82 0 611,32 936,7 

Cispatá 590,35 1069,38 724,15 711,84 534,14 178,04 127,95 611,32 0 386,94 

Paramillo 926,16 1360,15 775,47 1015,06 873,08 559,91 508,62 936,7 386,94 0 

 

Análisis Filogeográficos: para determinar gráficamente la extensión de los individuos 

muestreados, y recuperar diferentes estados de caracteres ancestrales, por lo tanto 

ancestros comunes entre localidades (poblaciones ancestrales) (Lemey et al., 2009) se 

realizó un análisis de Reconstrucción Ancestral (RA), como se implementa en BEAST 

ver. 2.4 (Bouckaert et al., 2014). utilizando los parámetros resultado de modelo evolutivo 

para el Alineamiento A en JModelTest2 (Darriba et al., 2012), con un reloj estricto, 

longitud de cadena MCMC de 50’000.000, guardando cada 1.000 y un burn-in de 50.000. 

Las distancias geográficas requeridas se calcularon en Google Earth (Tabla 2),  midiendo 

entre un punto por localidad, cada punto corresponde a un individuo seleccionado al azar por cada 

localidad, 

Las Distribución de Diferencias Pareadas, son las distribuciones del número de 

diferencias entre pares de haplotipos, y permite establecer si una localidad o población 

ha pasado recientemente por expansiones demográficas (Rogers & Harpending, 1992; 

Rogers, 1995; Schneider & Excoffier, 1999), mediante la superposición de graficas de 

líneas: normalmente multimodales en muestras (en este caso localidades) obtenidas de 
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poblaciones en equilibrio demográfico, aunque unimodales en poblaciones que han 

pasado por expansiones demográficas recientes (Rogers & Harpending, 1992). Como se 

implementa en ARLEQUIN ver. 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) es posible calcular 

expansiones demográficas puras (de aquí en adelante conocidas como expansiones 

demográficas), (Ray et al., 2003; Excoffier, 2004) establecer si la población pasó 

recientemente por una expansión demográfica en una escala reciente. Se realizaron 

graficas tipo línea-histograma (para expansiones demografías) y línea-línea (para 

expansiones espaciales) para evaluar la hipótesis de la expansión, usando ARLEQUIN 

ver. 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010).  

Adicionalmente se estimaron los parámetros específicos para probar expansiones 

espaciales, como se implementa en ARLEQUIN ver. 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010): 

una expansión espacial de una población ocurre si una población está inicialmente 

restringida a un área pequeña, y luego el rango de la población aumenta con el tiempo y 

en el espacio (Excoffier, 2004). La población resultante se subdivide, ya que los 

individuos tienden a aparearse con otros geográficamente cercanos, en lugar de cruzarse 

con otros individuos en lugares remotos. Ray et al. (2003), basados en simulaciones, 

mostraron que grandes expansiones espaciales, pueden exhibir la misma señal que 

expansiones demográficas (siguiendo el supuesto de una población panmíctica, y que 

existen migrantes entre sub-poblaciones cercanas). La expansión espacial se calculó en 

ARLEQUIN 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010), basado en diferencias pareadas, y con 

10.000 permutaciones.  

Análisis de genealogías basadas en mtDNA, fundamentados en teoría coalescente 

permiten estimar la historia demográfica de una población (o una especie), ya que los 
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patrones que exhiben éstas genealogías, están influenciados por el tamaño de población 

efectiva (Ne) (Hudson, 1990). Por lo tanto, las Gráficas de Línea de Cielo (Skyline Plots), 

permiten estimar fluctuaciones demográficas en una escala de tiempo. Utilizando una 

tasa de sustitución nucleotídica de 0,01 por sitio por millón años (tasa de mutación 2% 

por Ma) para el gen cytb y de 0,0075 (tasa de mutación 1,5% por Ma) para COI, que se 

tomaron a partir de estudios en grandes tetrápodos (Rand, 1994; Moore, 1995) como tasa 

principal de sustitución, en el programa BEAST ver 2.3 (Bouckaert et al., 2014). Éste 

emplea un enfoque coalescente basado en inferencia bayesiana (MCMC). Las tasas de 

sustitución se utilizaron para estimar el tiempo del ancestro común más reciente 

(TMRCA) y el Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP; ya que se presentan tazas 

sustitución diferenciales para cada gen). Para el análisis se usó un de reloj relajado con 

GTR como modelo de sustitución nucleotídica. Las cadenas MCMC se llevaron a cabo 

durante 50’000.000 para asegurar que la convergencia (permitiendo un 10% burn-in) se 

alcanzó. Tracer ver 1.5 (Rambaut et al., 2014) se utilizó para comprobar la convergencia 

y la estimación del 95% más alta densidad posterior (HPD) de cada uno de los parámetros 

de EBSP. Las muestras MCMC se resumieron para inferir la máxima credibilidad clado 

(MCC) árbol utilizando TreeAnnotator v1.4.8 (Bouckaert et al., 2014). 

Para la determinación de los procesos evolutivos implicados en la cladogénesis de C. 

acutus en Colombia, se realizó el análisis NCPA (Nested Clade Phylogeographic 

Analysis). Inicialmente se anidaron manualmente los clados generados por TCS 1.21 

(Clement et al., 2000), siguiendo los parámetros y recomendaciones de anidación 

sugeridas por Templeton et al. (1995) y Templeton et al. (1992). Posteriormente se 

realizó una hipótesis de anidamiento automatizado en ANeCA ver. 1.2 (Panchal, 2007), 
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para comparar los resultados de anidamiento de clados. Las hipótesis de anidamiento 

fueron idénticas. Posteriormente se generaron los archivos que contenían las distancias 

de los clados (Dc) y la distancia del clado anidado (Dn) en GEODIS 2.2 (Posada et al., 

2000). Los datos de distancias entre localidades fueron calculados en Google Earth (Tabla 

2), y el radio (dispersión) se calculó midiendo la distancia entre los dos individuos más 

distantes dentro de una localidad (o midiendo hasta un individuo no capturado, pero 

registrado visualmente, e.g. Catatumbo; Tabla 3). Por último se calculó la significancia 

de las distancias y los valores de distribución de cada localidad en ANeCA ver. 1.2, 

usando 10.000 permutaciones, un valor de significancia de 0,05 y distancias de radios 

definidas entre los puntos (individuos) mas distantes de cada localidad (Tabla 3). 

Aquellos clados con valores significativos fueron pasados por la clave de inferencia 

(http://darwin.uvigo.es/download/geodisKey_06Jan11.pdf). 

Tabla 3. Distancia de radio de cada localidad, implementada en ANeCA ver. 1.2. Distancias 

medidas en Google Earth, entre los puntos (individuos) mas distantes de cada localidad. 

Localidad Radio de cada localidad (Km) 

Bahía de Cispatá 9,5 

Bajo canal de Dique 3,8 

Complejo cenagoso de la Barcés 6,10 

PNN Tayrona 6,9 

Pantano de Michiragua 4,0 

Región del Catatumbo 24,1 

Bahía Portete 14,4 

PNN Paramillo 4,5 

Río Gaira 1,5 

Río Buritaca 3,0 
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Resultados 

Base de datos 

Se obtuvo un total de 75 secuencias para el gen COI, con un tamaño de 1557 pb, y 79 

secuencias de cytb, de 1200 pb (Tabla 4). Se concatenaron los genes de los individuos 

con ambas secuencias completas, resultando en un alineamiento de 75 terminales, 

pertenecientes a 10 localidades naturales (o individuos cautivos procedentes de 

poblaciones naturales; Fig. 1). Este grupo de secuencias se denomina Alineamiento A, la 

inclusión de los ocho haplotipos previos, homólogos, se denominó Alineamiento B. Se 

muestra un resumen de los alineamientos A y B en la tabla 5.  

Tabla 4: Resumen de la diversidad genética de los genes COI y cytb. Longitud de la secuencia en 

pares de bases (pb); V, número de sitios variable; Pi, número de sitios parsimoniosamente 

informativos; Nh, numero de haplotipos; π, diversidad nucleotídica por sitio; Hd, diversidad 

haplotípica. 

 

Para el Alineamiento A, las frecuencias nucleotídicas para el Alineamiento A fueron: 

29,75% (A), 27,18% (T/U), 28,08% (C), y 15,00% (G). La tasa de 

transiciones/transversiones fue k1= 68,858 (purinas) y k2= 26,449 (pirimidinas). La tasa 

general de transiciones/transversiones es R= 20,588.  

  

 secuencia (pb) V Pi Nh π Hd 

COI 1557 14 12 9 0,00292 0,755 

cytb 1200 14 14 5 0,00441 0,706 
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Figura 1: Mapa de ubicación de las localidades de muestreo. Flechas moradas indican 

localidades donde los individuos fueron capturados en estado silvestre; flechas naranjas indican 

individuos cautivos, pero cuya procedencia es conocida; localidad de bahía de Cispatá 

(aguamarina) tiene individuos silvestres y cautivos procedentes de la bahía. 1: bahía de Cispatá 

(21 individuos); 2: bajo canal de Dique (10 individuos); 3: ciénaga de la Barcés (2 individuos); 

4: PNN Tayrona (4 individuos); 5: Pantano de Michiragua (8 individuos); 6: Región del 

Catatumbo (5 individuos); 7: Bahía Portete (9 individuos); 8: PNN Paramillo (11 individuos); 9: 

Rio Gaira/Santa Marta (3 individuos); 10: Rio Buritaca (2 individuos).  

 

En el Alineamiento B, las frecuencias fueron: 29,75% (A), 27,17% (T/U), 28,08% (C), y 

15,00% (G). La tasa de transiciones/transversiones fue are k1= 68,539 (purinas) y k2= 

26,5 (pirimidinas). La tasa general de transiciones/transversiones es R= 20,547. 
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Tabla 5: Resumen de la diversidad genética de los alineamientos A y B. V, número de sitios 

variables; Pi, número de sitios Parsimoniosamente Informativos; Nh, umero de haplotipos; π, 

diversidad nucleotídica por sitio; Hd, diversidad haplotípica. 

 Secuencia (pb) V Pi Nh π Hd 

Alineamiento A 2757 29 26 10 0,00357 0,773 

Alineamiento B 2757 29 26 14 0,00357 0,801 

 

Con el Alineamiento A se realizó una comparación entre las diversidades genéticas por 

cada localidad de muestreo (Tabla 6), como se implementa en DnaSP ver. 5.1, solo se 

incluyen aquellas localidades que presentaran polimorfismos entre los individuos 

muestreados. 

Tabla 6. Resumen de la diversidad genética de las localidades de muestreo. V, número de sitios 

variable; Nh, número de haplotipos; π, diversidad nucleotídica por sitio; Hd, diversidad haplotípica.  

Localidad V Nh π Hd 

Bahía de Cispatá 15 4 0,00212 0,638 

PNN Tayrona 1 2 0,00018 0,500 

Pantano de Michiragua 1 2 0,00009 0,250 

Región del Catatumbo 2 2 0,00029 0,400 

PNN Paramillo 1 2 0,00007 0,182 

Rio Gaira 4 2 0,00097 0,667 

 

La Tabla 7 muestra los sitios variables y sus posiciones dentro de cada gen para ambos 

alineamientos. Los códigos corresponden a un individuo que representa un haplotipo (ver 

resultados análisis filogenéticos, redes de haplotipos), el orden de estos individuos es 

ordinal (organizados por TCS con base en su código de análisis), y no representa ninguna 

estructura jerárquica. Para COI se obtuvo 14 sitios polimórficos, y 15 para el gen cytb, 

para un total de 29 sitios polimórficos en el Alineamiento A (Tabla 5). 
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Adicionalmente, se calculó las distancias genéticas no corregidas basado en número de 

diferencias nucleotídicas para todos los pares de individuos, los valores se movieron entre 

0%, donde no existe ninguna diferencia (individuos dentro de una mismo haplotipo) y 

0,69%, pares de individuos con 19 diferencias nucleotídicas (pares de individuos de L1 

y L3 comparados entre sí). Una diferencia nucleotídica corresponde a 0,04%.  

Tabla 7. Tabla de polimorfismos con los haplotipos nuevos encontrados (representados por el código 

del primer individuo para el haplotipo) y haplotipos previos; posición de los sitios variables de los 

genes COI y cytb; número de individuos hallados en cada haplotipo, n. 

Código 

             1 1  1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2  

n 
   1 2 3 4 4 5 5 6 8 9 0 5  6 6 7 7 9 9 0 0 1 5 6 6 6 6 6  

 1 8 4 6 4 0 7 5 9 1 1 9 6 5  2 4 2 8 6 7 2 5 1 3 3 5 5 9 9  

 2 5 1 1 2 8 4 8 7 2 6 0 9 4  9 6 8 0 5 7 2 1 3 2 0 3 8 4 7  

  COI  cytb   

7305Cis  T G C T T A T A G G G G A A  G A G T A A A T C A T C G A C  22 

7332Cis  C . . . . G C G A A . . G .  . . A . G G G . . . C T A G .  3 

7335Cis  C . . . . G C G A A . . G .  . . A . G . G . . . C T A G .  17 

7345Cis  . . . . . . C . . . . . G .  . . . . . . . . . . . . . . .  4 

7389Tay  . . T . C G C . . . . A G .  T . A C G . G . . G C T A G T  23 

7390Tay  . . T . C G C . . . A A G .  T . A C G . G . . G C T A G T  1 

7395Mic  . . T . C G C . . . . A G G  T . A C G . G . . G C T A G T  1 

7410Cat  . A T . C G C . . . . A G G  T . A C G . G . . G C T A G T  1 

7429StM  C . . C . G C G . A . . G .  . G A . G . G C . . C T A G .  2 

7434Par  . . . . . . . . . . . . . G  . . . . . . . . . . . . . . .  1 

Cac03  C . . C . G C G . A . . G .  . . A . G . G . . . C T A G .  1 

Cac04  C . . C . G C G . A . . G .  . . A . G . G C . . C T A G .  1 

Cac05  C . . C . . C G . A . . G .  . . A . G . G C A . C T A G .  1 

Cac06  C . . . . G C G A A . . G .  . . A . . . G . . . C T A G .  1 

 

Los modelos evolutivos y los esquemas de partición utilizados en cada análisis se 

resumen en la Tabla 8. La selección del esquema se tomó en función de la robustez de 

los resultados, estimada en función de los valores de soporte para cada análisis. Los 

análisis fundamentados en Teorema de Bayes o Verosimilitud, fueron configurados con 

las particiones por codones (esquema de partición 3). 
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Tabla 8. Resumen de modelos evolutivos seleccionados en JModelTest2 (Darriba et al., 2012), 

esquemas seleccionado; la columna Análisis resume los análisis en que se usó dicha partición. 

 

 

Análisis Filogenéticos 

 

Alineamiento A 

Máxima Parsimonia: la topología resultante del análisis filogenético basados en Máxima 

parsimonia (MP) reconstruyen dos clados mayoritarios, un Clado Norte (que incluye dos 

linajes) y un Clado Sur (Linaje Córdoba), esta clasificación hace referencia a la localización 

de las localidades muestreadas, siendo aquellas del departamento de Córdoba las que están 

ubicadas más hacía el Sur del país (Fig. 1).  

Dado que no se presentó incongruencia de caracteres (ILD test) entre los alineamientos de 

los genes analizados, se concatenaron en un Alineamiento Ambos genes (COI+cytb, en ese 

orden), las relaciones filogenéticas de los tres linajes están resueltas, y todas las ramas tienen 

valores de soporte por encima del valor de aceptación (se acepta por encima de 65 en valores 

de bootstrap; Fig. 2). En este caso, fue posible calcular el valor de soporte para los clados 

principales. 

Esquema de 

partición 

Modelo Evolutivo 

seleccionado 
Análisis 

Genes concatenados 

(1) 
GTR+I 

Ancestral Reconstruction (AR), 

Tiempos de divergencia 

COI (2) HKY+I 
Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) 

Cytb (2) HKY 

Codones 1+2 (3) HKY 
análisis filogenéticos: Inferencia Bayesiana 

Codón 3 (3) GTR+I 
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Figura 2: Árbol consenso (regla de mayoría del 50%) correspondiente a MP con el alineamiento de los genes COI+cytb. Valores de soporte 

basados en Bootstrap aparecen sobre cada rama. Se reconstruyeron los clados Norte y Sur, y los tres linajes, con valores de soporte aceptados para 

todas las ramas. Longitud=28, índice de consistencia=0,9286 e índice de retención=0,9962. 
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Inferencia Bayesiana: los resultados obtenidos con el algoritmo filogenético de inferencia 

bayesiana (IB), son similares a los obtenidos con MP, ya que en todos los alineamientos se 

recuperan los clados Sur y Norte, y dentro de este, los linajes L1 y L2. En este caso las 

reconstrucciones son de tipo filograma.  

En alineamiento concatenado permitió reconstruir el mejor árbol en IB, con buenos valores 

de soporte y recupera las relaciones dentro y entre los tres linajes (para IB el valor de 

aceptación es 0,90). Aunque, en L3, el soporte entre un grupo “interno”, que incluye la 

mayoría de individuos de este clado, y un grupo basal que incluye a 7345Cis, 7346Cis, 

7347Cis y 7360Cis (Fig. 3), que esta considerablemente por debajo del valor de aceptación. 

Estos resultados son congruentes con la reconstrucción de este alineamiento con MP. 

Escenario similar se puede ver en L2 o Linaje Magdalena/Buritaca en un grupo basal con la 

mayoría de los individuos y una rama formada por 7332Cis, 7333Cis y 7349Cis (con buen 

valor de soporte) tienen un valor de soporte de 0,7 (Fig. 3). 
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Figura 3: Reconstrucción filogenética Inferencia Bayesiana (IB) con el alineamiento concatenado de los genes COI+cytb. Valores de soporte basados 

en Probabilidad Posterior aparecen sobre cada rama. Se reconstruyeron los clados Norte y Sur, y los tres linajes con buenos valores de soporte.
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Alineamiento B 

Máxima Parsimonia: la inclusión de los ocho haplotipos previos no afecta las topologías 

resultantes de los análisis filogenéticos de (MP), sin embargo en algunas ramas los valores 

de soporte se reducen. Los clados Norte y Clado Sur, se siguen reconstruyendo, y los 

haplotipos previos anidan en L2 y L3, por lo que L1 (para una discusión detallada de estos 

resultados ver: Redes de Haplotipos y Reconstrucción Ancestral) se mantiene como un linaje 

nuevo, no descrito previamente (Fig. 4). Los haplotipos Cac07 y Cac08 se agrupan en L3, en 

los haplotipos L3-A y L3-B respectivamente, mientras que los haplotipos Cac01 y Cac02 en 

los L2-A y L2-B del Linaje Magdalena/Buritaca respectivamente. Aunque los haplotipos 

Cac03, Cac04, Cac05 y Cac06 no se agrupan con haplotipos de este estudio, algunos pueden 

ser localizados geográficamente (ver Reconstrucción Ancestral). El Alineamiento B 

completo reconstruido por MP, se comporta con una topología clara y con valores de soporte 

aceptables en todas las ramas (Fig. 4).  

Inferencia Bayesiana: los resultados obtenidos con IB, son similares a los obtenidos con 

MP, ya que en todos los alineamientos se recuperan los clados Norte y Sur, y dentro del 

Clado Norte, los linajes L1 y L2, y las topologías son prácticamente las mismas. Incluso, las 

topologías recuperadas con IB, tienen valores de soporte aceptables en las mismas ramas 

aceptables para MP. En alineamiento concatenado no se vio afectado por la inclusión de los 

haplotipos previos, este alineamiento permitió reconstruir el mejor árbol para el algoritmo 

IB. Igual que con el Alineamiento A, se recuperan los Clados Norte y Sur, con buenos valores 

de soporte y recupera las relaciones dentro de los tres linajes. Sin embargo, en L3, el soporte 

entre un grupo “interno” que incluye la mayoría de individuos de este clado y un grupo basal 

que incluye a 7345Cis, 7346Cis, 7347Cis, 7360Cis y Cac07 es de 0,65 ( Fig. 5). A pesar de 

esto sigue siendo congruente con la reconstrucción de este alineamiento con MP (Fig. 4). 
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Figura 4: Árbol consenso (regla de mayoría del 50%) correspondiente a MP con el alineamiento de los genes COI+cytb y la inclusión de ocho 

haplotipos previos. Valores de soporte basados en Bootstrap aparecen sobre cada rama. Se reconstruyeron los clados Norte y Sur, y los tres linajes. 

Longitud=28, índice de consistencia=0,9286 e índice de retención=0,9962.
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Figura 5: Reconstrucción filogenética Inferencia Bayesiana (IB) con el alineamiento concatenado de los genes COI+cytb y ocho haplotipos 

previos. Valores de soporte basados en Probabilidad Posterior aparecen sobre cada rama Se reconstruyeron los clados Norte y Sur, y los tres 

linajes. Los haplotipos previos se agrupan en los L2 y L3.
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Redes de haplotipos: las redes de haplotipos se realizaron con un límite de conexión de 

95%, y son congruentes con las reconstrucciones filogenéticas tipo árbol, pues muestra tres 

haplogrupos, éstos muestran una fuerte estructura geográfica, así: el haplogrupo con el 

haplotipo ancestral (representado por un rectángulo) se localizó sólo en el departamento de 

La Guajira, fue el haplogrupo más diverso, con cuatro haplotipos. En localidades ubicadas 

hacía el sur de este haplogrupo, y concentrados en la gran cuenca del rio Magdalena, y en la 

desembocadura del rio Buritaca en el Mar Caribe, tres haplotipos que forman un haplogrupo 

distribuido en cinco localidades de muestreo. En las localidades de muestreo ubicadas más 

hacia el sur, en la desembocadura del rio Sinú en bahía Cispatá y en el Parque Nacional 

Natural Paramillo, se encontraron tres (3) haplotipos, este haplogrupo es el más abundante 

en términos de individuos (n=27). El haplogrupo norte, se denominó Linaje La 

Guajira/Catatumbo o L1 (ver Análisis Filogenéticos; superposición de redes de haplotipos 

sobre mapa, para una explicación), el haplogrupo “central” se llamó Linaje 

Magdalena/Buritaca ó L2, y el haplogrupo ubicado más al Sur, Linaje Córdoba ó L3.  

Los individuos del Alineamiento A, se agruparon en 10 haplotipos, éstos últimos se 

denominaron específicamente con letras mayúsculas de A-D, dentro de cada linaje así: L1-

A, L1-B. El haplotipo más común fue L1-C (n = 23), seguido por L3-B (n = 22). Sin embargo 

el haplotipo más ampliamente distribuido fue L2-A, con cinco localidades de muestreo (Fig. 

6). Cuatro haplotipos fueron representados por solo un individuo, y seis de ellos, aparecen a 

priori como haplotipos privados, o restringidos a una localidad (Fig. 6).  

Dos haplogrupos (L2 y L3) corresponden a haplogrupos previamente identificados y 

reportados en poblaciones en cautiverio por Bloor et al. (2015) y Oaks (2011). L1 

correspondiente a un nuevo linaje previamente desconocido. En este linaje está incluido el 

haplotipo ancestral, denominado L1-A. L1-C un haplotipo presente en las cuatro localidades 
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de este linaje: PNN Tayrona, Región del Catatumbo, Pantano de Michiragua y Bahía Portete. 

A 11 pasos mutacionales está L2, que agrupa individuos provenientes del Bajo canal del 

Dique (Bolívar), Bahía Cispatá (Córdoba), complejo cenagoso de la Barcés (Sucre), ríos 

Buritaca y Gaira, y un individuo sin procedencia confirmada, muestreado en Santa Marta 

(Tabla 1) en tres haplotipos: L2-B y L2-C que son privados (Bahía Cispatá y rio Gaira 

respectivamente) y L2-A compartido por todas las localidades de este linaje. L3 es un 

haplogrupo ubicado exclusivamente en el departamento de Córdoba, está constituido por tres 

haplotipos, L3-A, restringido a Bahía Cispatá, y L3-C a PNN Paramillo, y L3-B hallado en 

ambas localidades de muestreo. L3 está separado de L2 por 12 pasos mutacionales y de L1 

por 15 pasos (Fig. 6). 

Con el Alineamiento B, se obtuvo una red similar a la descrita anteriormente, y la inclusión 

de los haplotipos previos no afectó la estructura del Alineamiento A. En L2, el haplotipo 

Cac01 anida en L2-A, y Cac02 en L2-B. Los haplotipos Cac03, Cac04, Cac05 y Cac06, no 

se agrupan con representantes de localidades conocidas (Fig. 7), y se les considera como de 

procedencia desconocida. En L3, Cac07 y Cac08, se agrupan con L3-A y L3-B 

respectivamente (Fig. 7). En este caso, todos los linajes, están separados por 11 pasos 

mutacionales, y L2, es un linaje intermedio “obligatorio” entre L1 y L3 (Fig. 7).  

Con los linajes definidos, se hizo una comparación entre los valores de tasa de mutación ϴ 

de Watterson (Watterson, 1975), la tabla 9, resume los valores para diferentes particiones. 

Tabla 9: Tasa de mutación de Watterson (ϴ-W), calculado para linajes y Alineamiento A, por genes 

concatenados y separados. 

Partición COI cytb Concatenados 

L1 0,78617 0 0,78617 

L2 0,54864 0,82296 1,37161 

L3 0,77833 0 0,77833 

Alineamiento A 2,86414 2,86414 5,72829 
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Figura 6: Red de haplotipos con Alineamiento 

A. Los círculos coloreados representan 

haplotipos de este estudio, los círculos sólidos 

haplotipos no muestreados o ausentes. L1 

(tonos verdes): individuos de PNN Tayrona, 

Pantano de Michiragua, Bahía Portete y 

Región del Catatumbo; L2 (tonos azules): 

individuos de Magdalena (ríos Gaira y 

Buritaca), Sucre, Bolívar y tres individuos de 

Bahía de Cispatá; Linaje 3 (tonos rojos): 

individuos exclusivamente de Córdoba: PNN 

Paramillo y Bahía de Cispatá. 
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Figura 7: Red de haplotipos con 

Alineamiento B. Los círculos 

coloreados representan haplotipos, los 

círculos solidos haplotipos no 

muestreados o ausentes. L1 (tonos 

verdes): individuos de PNN Tayrona, 

Pantano de Michiragua, Bahía Portete 

y Región del Catatumbo (Norte de 

Santander); L2 (tonos azules): 

individuos de Magdalena (ríos Gaira y 

Buritaca), Sucre, Bolívar, tres 

individuos de Bahía de Cispatá, y 

haplotipos previos; Linaje 3 (tonos 

rojos): individuos exclusivamente de 

PNN Paramillo y Bahía de Cispatá y 

haplotipos previos. 
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Tiempos de Divergencia con Reloj Molecular: en los cálculos de tiempo de divergencia se 

utilizó un alineamiento modificado, aplicando un reloj molecular basado en la tasa de 

mutación utilizada para mtDNA de organismos tetrápodos de 2% por cada millón de años 

(Rand, 1994; Moore, 1995), esto equivale a una tasa de sustitución nucleotídica de 0,01. 

Como modelo evolutivo de partida se utilizó GTR+I, con las siguientes frecuencias de 

cambio (Jeffrey’s priors): [AC] = 0,0010; [AG] = 17,1311; [AT] = 0,0010; [CG] = 0,0010; 

[CT] = 5,4878 y [GT] = 1,0000) y una proporción de sitios invariables de 0,8490. Para seguir 

uno de los supuestos del modelo de especiación Yule, solo se permitió el análisis de reloj 

molecular con un solo haplotipo por linaje (tomando el más “ancestral”, ver Reconstrucción 

Ancestral y sus resultados), evitando así, sobreestimaciones en los tiempos de divergencia. 

Como outgroup se utilizó una secuencia homologa de C. intermedius, y se calibró con el 

registro fósil del split entre C. intermedius y C. acutus, hace 1,8Ma (Scheyer et al., 2013).  

La topología resultante, recupera el clado Norte, anidando los linajes L1 (ramas verdes) y L2 

(ramas azules) y el clado Sur (ramas rojas). Todas las estimaciones de divergencia se 

recuperaron con valores de soporte aceptables en todas las ramas mayores (Fig. 8).  

La separación entre los clados Norte y Sur (L3), se dio hace aproximadamente 980.000 años 

± (790.000-1’170.000), durante la edad Calabriense media. Al final de edad Calabriense, 

hace aproximadamente 730.000 años ± (430.000-910.000) se dio el segundo split, entre los 

linajes L1 y L2 (Fig. 8).  

Adicionalmente, la estimación de la separación entre C. intermedius y C. acutus, calculado 

en 1’940.000 años ± (980.000-3’120.000) final de edad Gelasiana, se acerca temporalmente 

al registro fósil comúnmente aceptado en 1,8Ma (Scheyer et al., 2013). 

 



63 

 

Figura 8: Tiempos de divergencia entre los clados Norte y Sur, y entre los linajes del Clado Norte 

(L1 y L2), usando solo un haplotipo por linaje. Números sobre cada nodo representan el tiempo 

calculado de divergencia en el que 0,01 equivale a un millón de años La barra indica el intervalo de 

confianza al 95%. El valor debajo de la rama, equivale a la probabilidad posterior para cada rama. 

 

 

Análisis Poblacionales  

 

Análisis Molecular de la Varianza, AMOVA: la estructura genética se infirió mediante la 

aplicación del Análisis Molecular de la Varianza hallada en C. acutus en Colombia, se 

realizaron dos agrupaciones, una que considera los linajes (grupos) y otra en la que se 

consideran las localidades de muestreo (poblaciones). Cuando se consideran las poblaciones 

únicamente, la variación esta explicada en un 91,6% por la comparación entre las 10 

localidades de muestreo (Tabla 10). Sin embargo, cuando se agrupan en linajes (Tabla 11), 

la comparación entre poblaciones de cada linaje, se explica solo el 8% de la varianza, 
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mientras que si se consideran los linajes como comparación, éstos explican el 88,9% de la 

variación hallada (Tabla 11). Por lo tanto, los linajes, se toman como el parámetro que explica 

la diversidad genética hallada para la especie C. acutus en Colombia.  

 

Tabla 10: AMOVA entre las 10 localidades de muestreo (poblaciones), sin distinción geográfica o 

evolutiva  

Hipótesis de 

variación 

Suma de 

cuadrados 

Componentes de 

variación 

Porcentaje de 

variación 

Entre poblaciones 323,241 6,46515 91,56788 

Dentro de las 

poblaciones 

42,865 0,59535 8,43212 

Total 366,107 7,06050  

Índice de fijación:                                    FST= 0,91568 

 

Tabla 11: AMOVA entre las 10 localidades de muestreo (poblaciones) y los linajes. Hipótesis de 

variación, representan la agrupación comparada, para este caso entre linajes; D. f., grados de libertad.  

Hipótesis de 

variación 
D. f. 

Suma de 

cuadrados 

Componentes 

de varianza 

Porcentaje 

de variación 

Índices de fijación 

(valor p) 

Entre Linajes 2 325,922 6,32445 88,85 
FCT= 0,88850  

(0,0000) 

Entre poblaciones de 

cada linaje 
8 29,007 0,57465 8,07 

FSC= 0,72401 

(0,0001) 

Dentro de 

poblaciones 
64 14,020 0,21906 3,08 

FST= 0,96923 

(0,0000) 

Total 74 368,949 7,11816   

  

Los resultados del AMOVA (Tabla 11) muestran que existe una significativa diferenciación 

entre los linajes (FCT= 0,88850, p= 0,00020) de C. acutus. Estos resultados demuestran un 
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patrón de diferenciación genética entre los linajes, evidenciando una clara estructuración 

poblacional entre éstos. En una reconstrucción gráfica (Fig. 9) de la AMOVA, es posible 

observar cómo se concentran las diferencias haplotípicas entre los linajes. 

 

Figura 9: Gráfica que representa 

el número de diferencias 

moleculares pareadas entre todos 

los 10 haplotipos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con una estructura genética que se fundamenta en tres haplogrupos, se calculó las distancias 

genéticas no corregidas y corregidas por el modelo de Tamura & Nei (1993) entre cada uno 

de estos linajes (Tabla 12). El cálculo de las distancias genéticas no corregidas se basa en el 

número de diferencias promedio entre secuencias agrupadas por linaje, como se implementa 

en MEGA 6 (Tamura et al., 2013). Estos valores, son posteriormente representados como 

porcentaje (Tabla 12).   
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Tabla 12. Valores de distancia genética comparado entre linajes. Distancia genética no corregida y 

corregida por el modelo de Tamura & Nei (1993). Errores estándar de cada cálculo. 

Comparación 

Distancia 

genética no 

corregida (%) 

Error 

estándar 

Distancia 

genética de 

Tamura & Nei 

Error 

estándar 

L1 – L2 0,42 0,03 0,004 0,001 

L1 – L3 0,61 0,04 0,006 0,001 

L2 – L3 0,51 0,04 0,005 0,001 

 

 

Si bien los valores de divergencia (no corregida y corregida por el modelo de evolución de 

secuencias de Tamura & Nei, 1993) no son muy altos, adquieren relevancia cuando se 

considera que se han definido especies <1% de distancia genética no corregida en reptiles 

(Bellati et al., 2011). Adicionalmente, en crocodílidos valores similares han sido utilizados 

para designar categorías taxonómicas a nivel de subespecie (ver Discusión, aparte: 

Implicaciones para la taxonomía de Crocodylus). 

 

 

Análisis Filogeográficos 

 

Reconstrucción Ancestral (AR): La reconstrucción ancestral permitió dilucidar 

gráficamente, como se estructuran las localidades de muestreo en relación a la filogenia 

generada por algoritmo Bayesiano de BEAST ver. 2.4 (Bouckaert et al., 2014). Además de 

la localización de las ramas en un contexto geográfico, AR permite reconstruir estados 

ancestrales entre las localidades (poblaciones naturales): las ramas mayores (ancestrales), se 
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colorean en función de la similitud entre un estado ancestral reconstruido y sus ramas 

descendientes (Lemey et al., 2009). El código de colores fue seleccionado por default (Fig. 

10). Los valores de soporte en AR, están representados gráficamente por el grosor de la línea: 

ramas de líneas gruesas tienen una probabilidad posterior igual o superior a 0,95.  

El análisis AR es capaz de recuperar los tres linajes con soporte aceptable para todas las 

ramas (Fig. 10). El Clado Sur (L3), tiene como población ancestral una reconstrucción de la 

localidad Bahía de Cispatá, por lo tanto PNN Paramillo, aparece como una localidad derivada 

de esta población natural ancestral (Fig. 10; Lemey et al., 2009). En el clado Norte, la 

población ancestral es una cercana (en términos genéticos y geográficos) a localidad del 

complejo Cenagoso de la Barcés. A su vez, la población natural ancestral de L1 es la localidad 

del Pantano de Michiragua y Rio Gaira la población ancestral de L2.  

Adicionalmente, éste análisis permitió localizar geográficamente el individuo 7429StM, del 

que no se tiene registro de procedencia, ubicándolo en el Rio Gaira (Fig. 10). Individuos 

muestreados en Bahía de Cispatá, se agrupan en el haplotipo L2-A (7335Cis y 7344Cis), 

otros (7332Cis, 7333Cis y 7349Cis) prácticamente conforman el haplotipo L2-B.  
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Figura 10: Reconstrucción Ancestral (AR) basada en Clado de Máxima Credibilidad (MCC), como 

se implementa en BEAST. Incluyen las 75 secuencias del Alineamiento A. Las líneas gruesas 

representan ramas con soporte mayor a 0,95 de probabilidad posterior. Cada color de línea, representa 

una localidad de muestreo.   
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Adicionalmente, se comparó el AR (Fig. 10) con la red de haplotipos generada por TCS 1.21 

(Clement et al., 2000) (Fig. 6), para determinar la localización geográfica de los haplotipos 

y la congruencia entre AR y el algoritmo basado en parsimonia de TCS (Templeton et al., 

1992). 

La revisión a las redes de haplotipos (Fig. 6), muestra que en congruencia, con los resultados 

de AR, los haplotipos “ancestrales” (o haplotipos interiores; para una definición de haplotipos 

interiores ver: Templeton, 1995), lo son también en la reconstrucción de AR (Fig. 11): 

 La población “ancestral” en AR (Pantano de Michiragua) del L1, incluye al individuo 

7395Mic, que se agrupa en el haplotipo L1-A de la red de haplotipos. Éste individuo 

es reconocido por TCS como el ancestral para L1 (y para toda la red de haplotipos), 

 La población “ancestral” en AR para L2 es Río Gaira, esta localidad incluye al 

individuo 7431Gai, que se anida en el haplotipo L2-A de la red de haplotipos. Este 

grupo es reconocido por TCS como el ancestral para L2 (haplotipo interior), 

 El mismo escenario se da en L3, donde 7345Cis, 7346Cis, 7347Cis y 7360Cis, 

anidan en el haplotipo L3-A, ancestral para el linaje, y para el Clado Norte en AR. 
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Figura 11: Reconstrucción Ancestral basada en Clado de Máxima Credibilidad (MCC), como se 

implementa en BEAST (izquierda), comparado con la red de haplotipos (derecha), ambos con el 

Alineamiento A. Las líneas gruesas representan ramas con soporte mayor a 0,95 de probabilidad 

posterior. Cada color de línea, representa una localidad de muestreo. Los colores de la red de 

haplotipos y de la AR se corresponden y representan la misma localidad. Las proporciones de los 

haplotipos L1-C, L2-A y L3-A, no representan la proporción de individuos.  
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Para poder localizar geográficamente los haplotipos previos, se realizó una comparación 

entre una AR y la red de haplotipos, ambas con el Alineamiento B (Fig. 12). Esta 

comparación permitió localizar cinco de los haplotipos previos. Vale la pena aclarar que estos 

haplotipos, provienen de zoocriaderos, y que no existe registro de procedencia de los 

parentales. A continuación se localizan geográficamente los haplotipos previos (Fig. 12): 

• Cac01, anida en L2-A, ubicándolo en la gran cuenca del rio Magdalena (incluyendo el 

complejo cenagoso de la Barcés, el bajo Canal del Dique y el rio Gaira) y en la 

desembocadura del rio Buritaca; sin embargo en AR, se observa como este haplotipo 

está más estrechamente relacionado con individuos muestreados en la localidad de 

bahía de Cispatá). Esta agrupación, indica que una población natural, histórica, no 

muestreada, de la que desciende(n) el (los) individuo(s) del Cac01 (quizá extinta 

localmente), tiene representantes localizados en bahía de Cispatá.  

• Cac02, anida en L2-B, que únicamente incluye individuos muestreados en Bahía 

Cispatá. Representa un escenario similar al anterior, quizá son producto de una 

colonización reciente de estas poblaciones (natural o mediada por el hombre) 

hipotéticas no muestreadas (o extintas localmente) hacia Bahía de Cispatá (Fig. 13; Fig. 

14). 

• Cac04/Cac05, aunque no se anidan en haplotipo alguno, en AR se agrupan con 

individuos cautivos provenientes del rio Gaira, por lo tanto se ubican en esta cuenca. 

• Cac07, anidado en L3-A, es decir restringido (y privado) a la localidad de bahía de 

Cispatá en el departamento de Córdoba. 

• Cac08, anidado en L3-B, que incluye las localidades de bahía de Cispatá y los ríos 

Tigre y manso del PNN paramillo, lo que localiza y restringe este haplotipo al 

departamento de Córdoba. 
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Figura 12: Reconstrucción Ancestral basada en Clado de Máxima Credibilidad (MCC), como se implementa en BEAST 

(izquierda), comparado con la red de haplotipos (derecha), en ambos se utilizó el Alineamiento B. Líneas gruesas 

representan ramas con soporte mayor a 0,95 de probabilidad posterior. Cada color de línea, representa una localidad de 

muestreo. Los colores de la red de haplotipos y de la AR se corresponden y representan la misma localidad. Las proporciones 

de colores de los haplotipos L1-C, L2-A y L3-A, no representan la frecuencia de individuos de un haplotipo.  



73 

 

Superposición de redes de haplotipos sobre mapa de localidades: esta comparación del 

mapa de muestreo con las redes de haplogrupos (Fig. 13) con todos los haplotipos del 

Alineamiento B localizados en el mapa (ver Reconstrucción Ancestral) refuerza la estructura 

filogeográfica hallada en C. acutus. Debido a las restricciones geográficas de los 

haplogrupos, a las divergencias entre haplogrupos, y las reconstrucciones filogenéticas, en 

las que recurrentemente aparecen los haplogrupos en diferentes clados, cada haplogrupo en 

adelante será considerado como un linaje diferente. El Linaje 1 (Fig. 13), está asociado 

geográficamente al departamento de La Guajira y a la región del Catatumbo. En este caso, 

resulta interesante que L1 sea hallado en PNN Tayrona, localidad ubicada al Oeste del Rio 

Buritaca, localidad de Rio Buritaca (del Linaje 2).  

 
Figura 13: Red de haplogrupos (o linajes) y su distribución sobre el mapa de muestreo de C. acutus. 

Las líneas transversales representan un paso mutacional. Los círculos solidos negros representan 

haplotipos ausentes. Los colores de los círculos del mapa, corresponden a los de la red de 

haplogrupos. Localidades con un solo color incluyen un solo haplogrupo, aquellas localidades con 

más de un haplogrupo, las proporciones de las tartas representan la composición de individuos. 

Números en el mapa, representan en número de individuos muestreados en esa localidad. 
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Esto puede ser resultado de una introducción reciente mediada por factores antropogénicos: 

en estudios ecológicos realizados en PNN Tayrona en los años 80’s, nunca se registró ningún 

individuo de C. acutus dentro del área protegida (Ulloa, Com. Pers.). 

El Linaje 2 (Fig. 13), está fuertemente asociado a la gran cuenca del Rio Magdalena, y 

aparece en el departamento homónimo, en el Rio Gaira. El Linaje 3, se encuentra restringido 

al departamento de Córdoba. Bahía Cispatá, es la única localidad que presenta más de un 

linaje, aunque la proporción de individuos del Linaje 3 es más de tres veces mayor a la de los 

individuos del Linaje 2 (Fig. 13).  

 

Figura 14: Red de haplotipos y distribución de éstos sobre el mapa de muestreo. Las líneas 

transversales representan un paso mutacional. Los círculos solidos negros representan haplotipos 

ausentes. Los colores de los círculos del mapa corresponden a los de la red de haplotipos. Localidades 

con un solo color incluyen un solo haplotipo, en aquellas localidades con mas de un haplotipo, las 

proporciones de las tartas representan la composición haplotípica. 
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Para lograr una resolución mayor en la composición haplotípica comparada con el mapa de 

muestreo, se realizó una superposición de la red de haplotipos sobre las localidades de 

muestreo de C. acutus (Fig. 14). Además en todos los linajes existe un haplotipo dominante, 

que aparece en todas las localidades de un linaje. Adicionalmente, se puede confirmar que 

haplotipos privados: en Linaje 1, L1-A (Pantano de Michiragua), L1-B (Región del 

Catatumbo) y L1-D (PNN Tayrona); en Linaje 2, L2-B (Bahía Cispatá) y L2-C (Rio Gaira); 

en el Linaje 3, L3-A (Bahía Cispatá) y L3-C (Rio Tigre) en PNN Paramillo (ver Fig. 14). 

 

Distribución de Diferencias Pareadas (Mismatch Distribution): para probar expansiones 

demográficas, se estimó Distribuciones de Diferencias Pareadas (MDD). Los haplotipos 

fueron seleccionados basado en los resultados de redes de haplotipos (Fig. 6). Los valores de 

τ, se calcularon siguiendo las fórmulas de Rogers & Harpending (1992): τ = 2ut, donde t es 

el tiempo transcurrido en número de generaciones, y u representa la tasa de mutación de las 

secuencias (por nucleótido). Basadas en los haplotipos del Alineamiento A, la estimación de 

MDD, general (todos los linajes), no soportan la hipótesis de una expansión demográfica 

pura (Fig. 15), ya que la frecuencia observada es dimodal, y la esperada es unimodal.  

 

Figura 15: Distribución de 

Diferencias Pareadas 

(MDD) general (todos los 

linajes). Modelo de 

expansión repentina para 

C. acutus en Colombia. 

Barras grises indican la 

distribución pareada 

observada, la línea solida 

negra con puntos indica la 

distribución esperada. 
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Figura 16: Distribución 

de Diferencias Pareadas 

(MDD) por linajes. 

Modelo de expansión 

espacial repentina pura 

para cada linaje de C. 

acutus en Colombia. 

Barras grises indican la 

distribución pareada 

observada, la línea solida 

negra con puntos indica 

la distribución esperada. 

A) Linaje La 

Guajira/Catatumbo, L1; 

B) Linaje 

Magdalena/Buritaca, L2; 

C) Linaje Córdoba, L3.  
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Sin embargo, cuando se consideran una estructura por linajes (como se ve en los resultados 

de las redes de haplotipos), L1 se ajusta a la hipótesis de crecimiento demográfico reciente 

(Fig. 16A). Dado que este linaje presenta distribuciones similares (unimodales), es posible 

pensar que pasó por un proceso demográfico que le permite ajustarse al modelo de expansión 

demográfica repentina (Fig. 16).  

Adicionalmente se estimó los parámetros específicos para probar expansiones espaciales 

(MDS), los análisis fueron organizados en dos grupos: i) todos los linajes y ii) por linajes.  

 

Figura 17: 
Distribución de 

Diferencias Pareadas 

(MDS) con indicador 

de expansión espacial, 

para el Alineamiento A. 

Modelo de expansión 

del rango distribucional 

para C. acutus en 

Colombia. Valor p de 

sumas de desviaciones 

cuadradas (SSD) y 

valor Tau (τ) calculado. 

Línea gris indica la 

distribución pareada 

observada, la línea 

solida negra indica la 

distribución esperada. 

 
 
 
Cuando se consideran todos los linajes en el análisis de MDS, las frecuencias esperadas y 

observadas, éstas no se ajustan, lo que descarta una expansión del rango distribucional de la 

especie en Colombia (Fig. 17). Sin embargo, cuando los análisis se realizan considerando los 

linajes por separado, L1 se ajusta al modelo, lo que significa que esta población, no solo pasó 
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por una expansión demográfica pura (Fig. 16A), sino por una expansión espacial (Fig. 18A). 

L2 y L3 no se ajustaron a los modelos de frecuencias observadas y esperadas (Fig. 18B-C).  

Figura 18: Distribución 

de Diferencias Pareadas 

(MDS), con el indicador 

de expansión espacial para 

cada linaje. Modelos de 

expansión del rango 

distribucional para cada 

linaje de C. acutus en 

Colombia. Línea gris 

indica la distribución 

pareada observada, la línea 

solida negra  indica la 

distribución esperada. 

Valor p de sumas de 

desviaciones cuadradas 

(SSD) y valor Tau (τ) 

calculado. A) linaje La 

Guajira/Catatumbo, B) 

linaje Magdalena/Buritaca 

y C) linaje Córdoba. 
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Gráficas de Líneas de Cielo Extendida (EBSP): se realizaron cuatro representaciones 

graficas no paramétricas de tamaño efectivo de población a lo largo del tiempo o Skylines 

Plots: una general que incluye todos los individuos del Alineamiento A (Fig. 20), individuos 

de L1 (Fig. 21A), de L2 (Fig. 21B) y de L3 (Fig. 21C). Los resultados del EBSP general 

muestran una escala de tiempo que va desde ≈1,8Ma-0Ma, que se considera como la 

actualidad (el momento en que se realizó el muestreo). En la escala de variación demográfica 

se ve un Periodo Prolongado De Estabilidad Demográfica (PPED), seguido de un fuerte 

descenso que reduce las estimaciones de Ne casi cuatro veces (recordando que al utilizar 

mtDNA, las estimaciones de Ne, corresponde únicamente a hembras), aproximadamente 

hace 200.000 años.  

 

 
Figura 20: EBSP general para el Alineamiento A. en el eje X se muestra la escala de tiempo (en 

millones de años), y en el eje Y se muestra una escala que representa Ne. 
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Esta reducción fue paulatina y terminó recientemente, en el periodo Holoceno. Durante el 

tiempo que duró este evento demográfico, la población se redujo aproximadamente cuatro 

veces con respecto a los valores iniciales (Fig. 20). En una escala más reciente, 

aproximadamente en los últimos 0-100.000 años, se presenta una rápida expansión 

demográfica, que recupera la Ne de la especie. Este dramático incremento (casi exponencial) 

termina con valores de Ne, superiores a los iniciales (Fig. 20).  

La escala de tiempo de todas las estimaciones del tamaño efectivo de los linajes ilustra 

eventos demográficos en diferentes escalas de tiempo, siendo la menor escala la de L1 (0-

350.000 años) y la mayor de L2 (0-1,4Ma). Al considerar estas diferencias en las escalas, es 

posible pensar que los procesos evolutivos involucrados en el origen de los linajes son 

diferentes. Sin embargo, en todos los linajes, se observan periodos demográficos estables (sin 

cambios demográficos), seguidos por explosiones demográficas en los últimos 10.000-

20.000 años (Fig. 21). Es posible que un evento paleo-climático o geológico haya permitido 

sin excepción un incremento en la Ne en una escala no mayor a 50.000 años. En L1 la Ne de 

hembras de C. acutus pasó de ser casi 0 a 1,4 en la escala de Ne (Fig. 21A), en L2 y en L3, 

los incrementos no fueron tan drásticos, aunque en el Linaje Córdoba la población casi se 

duplicó (Fig. 21B-C). En todos los EBSP los intervalos de confianza son amplios, limitando 

las interpretaciones sobre los procesos demográficos de cada haplogrupo (Apéndice 1). 

Es importante señalar que los valores más antiguos en la escala de tiempo de cada linaje, se 

toman como una referencia de edad mínima del haplogrupo, y no indica la fecha de aparición 

del mismo. Las comparaciones entre haplotipos que realiza el análisis de coalescencia pueden 

trazarse hasta ese límite de tiempo (Minin et al., 2008; Grant et al., 2012): así, L1 apareció 

hace al menos ≈350.000 años, L2 hace al menos ≈1,4Ma y L3 hace al menos ≈1,0Ma (Fig. 

21).  
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Figura 21: EBSP 

por linajes para el 

Alineamiento A. en 

el eje X se muestra 

la escala de tiempo 

(en millones de 

años), y en el eje Y 

se muestra una 

escala que 

representa Ne. A) 

Linaje La 

Guajira/Catatumbo, 

B) Linaje 

Magdalena/Buritaca 

y C) Linaje 

Córdoba.  
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Análisis de Clados Anidados Filogeográficos: el anidamiento de los clados de NCPA fue 

de tres pasos (Templeton et al., 1992; Templeton et al., 1995), es decir, se requieren de tres 

niveles de anidamiento, para completar los niveles de anidamiento mayores (por ende más 

antiguos), o cuatro pasos para incluir todo el cladograma en un solo clado mayor o 

cladograma total (Figura 22). Solo para el clado 2-4 y el cladograma total, se pudo rechazar 

la hipótesis nula de aleatoriedad en la distribución geográfica de los haplotipos (Tabla 13), 

sin embargo, el proceso resultado del análisis no pudo ser resuelto para el clado 2-4. Es 

probable que los valores no significativos en la mayoría de los clados, se deban a la falta de 

poder estadístico (Templeton et al., 1995): clados con pocas localidades de muestreo, o con 

pocos individuos. Sin embargo, una de las ventajas de los NCPA, es que si no se puede 

rechazar la hipótesis nula para un clado, el poder estadístico se puede “recuperar” en niveles 

superiores de anidamiento (Templeton et al., 1995), así hasta el cladograma total. 

Por definición los clados menores (primeros niveles de anidamiento), corresponden a eventos 

coalescentes mas recientes, dicho de otra forma, el anidamiento 4-1 o cladograma total, es el 

evento más antiguo que se puede considerar en este análisis. Por lo tanto, se consideró que 

los eventos resultantes del NCPA, suceden en la misma escala de tiempo que la datación de 

eventos de cladogénesis mayor con reloj molecular (Fig. 8) y por ende con las fluctuaciones 

demográficas en EBSP (Fig. 20; Fig. 21).  

Tabla 13: Inferencias sobre el análisis de clados anidados filogeográficos. Solo se muestran aquellos 

clados significativos estadísticamente (P < 0,05). Solo dos clados fueron significativos para análisis 

posteriores. 

Clado Cadena de inferencias Resultado 

2-4 IOI-T 
Estatus indeterminado: resultado no 

conclusivo 

Cladograma total (4-1) 1-2-11-12-13: Si 

Eventos de colonización a distancia, 

con fragmentación histórica, seguida 

por expansión del rango 

distribucional. 
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Figura 22: Red de haplotipos y Análisis 

Filogeográfico de Clados Anidados (NCPA). 

Los haplotipos están coloreados por linaje: 

verde para L1, azul para L2 y rojo para L3. El 

análisis de clados anidados de C. acutus resultó 

en una hipótesis de anidamiento de tres pasos 

(ver texto). NCPA agrupó los haplotipos en 

regiones geográficas coincidentes con los tres 

linajes.  
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Los eventos descritos en la Tabla 13, para el cladograma total: eventos de colonización a 

distancia con fragmentación histórica son simultáneos, y el análisis no logró establecer la 

temporalidad. Por otro lado, cada uno de estos eventos puede explicar el proceso evolutivo 

de uno o varios linajes: la fragmentación histórica, es un evento histórico, en el que la 

población ancestral, se subdividió en dos o mas subpoblaciones, y su principal característica 

la posterior ausencia de flujo génico. Este evento quizá se deba a una constricción 

demográfica (ver resultados de EBSP) o a un proceso alopátrico (sin embargo no existen 

barreras biogeográficas notables que soporten esta hipótesis).  

Al margen de la causa, estos resultados son complementarios con los resultados de EBSP, ya 

que la constricción demográfica sufrida por la población ancestral, se complementa con 

posterior fragmentación histórica (Tabla 13). El clado 3-2 (que incluye a L2; Fig. 22) es 

reconocido como el único clado interior, dentro del cladograma total, por lo tanto se le 

considera como un clado ancestral, esto es, la población ancestral que sufrió esta 

fragmentación histórica esta geográfica y haplotípicamente ligada al clado 3-2.  

Estos resultados, también sugieren que el clado 3-1 (L1), fue originado por una colonización 

a distancia (Tabla 13), seguido por una expansión del rango distribucional. Esto es 

congruente con los resultados de distribución de diferencias pareadas (Fig. 16A; Fig. 18A), 

que muestra una expansión repentina. Los valores de distancia de clado (Dn), no fueron 

significativas, por lo tanto no es posible realizar hipótesis sobre L3. Aunque, una segunda 

clave para determinar si los resultados se ajustan a un escenario en el que se presenta contacto 

secundario entre los clados 3-2 y 3-3 (Templeton, 2001), ésta clave no pudo ser consultada 

ya que no se encuentra en línea ni en físico en ninguna hemeroteca o biblioteca consultada.  

Adicionalmente, se realizó NCPA para cada linaje por separado, aunque los valores de 

significancia no permitieron análisis posteriores.  
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Discusión de resultados 

Los resultados de este estudio son inéditos y representan los primeros datos generados, 

procesados y analizados de Crocodylus acutus en poblaciones naturales de Colombia.  

Al considerar la diversidad por localidades, se observó que la diversidad haplotípica y 

nucleotídica de ambos genes, fue mayor en la localidad de Bahía de Cispatá (Hd=0,638; 

π=0,00212), seguida por Región del Catatumbo (Hd=0,400; π=0,00029), y en último lugar 

Pantano de Michiragua (Hd=0,250; π=0,009). Aunque los valores de diversidad molecular 

de Bahía de Cispatá son considerablemente más altos que los halladas en las demás 

localidades de muestreo (Tabla 6), es probable que sea debido a un muestreo representativo 

de la localidad (n=21).  

Los análisis filogenéticos basados en MP e IB con los genes concatenados permitieron 

reconstruir las relaciones jerárquicas de las localidades de muestreo en C. acutus, 

agrupándolas en dos clados monofiléticos intraespecíficos con valores de soporte aceptables 

para cada rama mayor (Fig. 2; Fig. 3). La definición de clados Norte y Sur, se considera desde 

este punto una reconstrucción artificial, mediada por los algoritmos dicotómicos de las 

reconstrucciones filogenéticas tradicionales (IB, MP y MV). Aunque los resultados de la red 

de haplotipos muestran una “equidistancia” en pasos mutacionales (tanto en Alineamiento A 

como en Alineamiento B), los cladogramas se esfuerzan por mostrar una construcción 

jerárquica entre los linajes, por ende en adelante se desusa esta categorización (con la 

excepción del Reloj Molecular). 

Las redes de haplotipos (Fig. 6) no solo soportan los linajes divergentes, sino que confirman 

la reciprocidad monofilética de cada una de los linajes (Avise, 2000). Dos de estos linajes 
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intraespecíficos fueron previamente reportados (Oaks, 2011; Bloor et al., 2015), sin embargo, 

L1, es inédito y representa diversidad genética intraespecífica desconocida para la especie.  

Adicionalmente, se logró calcular los tiempos de divergencia para eventos mayores de 

cladogénesis, situando éstos eventos durante el pleistoceno: evento de cladogénesis entre los 

clados Norte y Sur, hace 980.000 durante la edad Calabriense media; y dentro del clado 

Norte, la separación entre L1 y L2, final de edad Calabriense, hace aproximadamente 730.000 

años. Oaks (2007) y (Scheyer et al., 2013), data el split entre C. acutus y C. intermedius 

durante el Pleistoceno inferior (1,79Ma-2,01Ma), en algún lugar entre Venezuela y 

Colombia, por lo tanto es posible pensar que los eventos de cladogénesis que dieron origen 

a los tres linajes intraespecíficos se dieron en Colombia, en donde además, la diversidad 

genética es mucho mayor (ver: Discusión). 

La filogeografía tiene en cuenta el tiempo y el espacio como ejes que enmarcan las 

genealogías de particulares genes (Avise, 2000). Este estudio pretendió dilucidar los posibles 

procesos genéticos y/o demográficos que modelaron la estructuración poblacional y los 

linajes evolutivos observados en la especie C. acutus.  

Los análisis de AR permiten recuperar condiciones ancestrales de localidades de muestreo, 

en este contexto, en ambos alineamientos se logró recuperar dichas condiciones. La AR con 

el Alineamiento A, logró establecer los estados ancestrales de cada linaje, adicionalmente, se 

comparó con la red de haplotipos, para poder establecer haplotipos privados (Fig. 11; Fig. 

14). A continuación se muestran algunas inferencias sobre poblaciones ancestrales de 

algunos linajes:  

 En L1, la localidad de Pantano de Michiragua se mantiene como ancestral en ambos 

alineamientos. 
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 La localidad del río Gaira, aparece como ancestral en L2 con Alineamiento A, 

mientras que algún haplotipo previo aparece como ancestral con el Alineamiento B 

(ya que los ocho haplotipos previos fueron incluidos en los análisis como una sola 

localidad, no es posible discernir dentro del código de colores cuál de ellos es el 

ancestral). Sin embargo, los haplotipos Cac03, Cac04 y Cac05 se agrupan con la 

localidad del río Gaira (Fig. 12; Fig. 14), por lo tanto es posible considerar que la 

población ancestral está relacionada geográfica y genéticamente con esta localidad, 

lo que es congruente entre ambos alineamientos.  

 Con el Alineamiento A, la localidad bahía de Cispatá se construye como ancestral 

para L3, con el Alineamiento B se invierte esta inferencia. Al parecer, la inclusión 

de los haplotipos previos Cac07 y Cac08 afecta el análisis de AR en L3. 

La superposición de las redes de haplotipos (y haplogrupos) sobre el mapa de muestreo de 

localidades de muestreo de C. acutus, corrobora la estructura geográfica. Adicionalmente, 

muestra que existen haplotipos muy frecuentes (frecuencias entre 17 y 23 individuos) en cada 

linaje, y aparecen en cada linaje al menos dos haplotipos privados (Fig. 13; Fig. 14).  

Aunque los resultados de los Skyline Plot, no son en todos los casos congruentes con los 

tiempos de divergencia calculados para C. acutus, ya que solo se acercan en estimar la 

aparición de la población ancestral (no estiman la misma escala de tiempo para la aparición 

de los linajes), ambos análisis se complementan para explicar la aparición de los linajes 

divergentes en Colombia: el EBSP general establece que la especie aparece hace 1,8Ma (el 

EBSP general se asume como representativo de la especie), luego de un largo periodo de 

estabilidad demográfica, para aproximadamente hace 200.000 años sufrir una paulatina 

constricción demográfica. Por otro lado, el reloj molecular establece que el evento mayor de 

cladogénesis de C. acutus sucede hace aproximadamente 980.000. Debido a que no se 
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observan cambios demográficos en el Skyline Plot general cerca del evento de cladogénesis 

mayor, es posible pensar que el evento de cladogénesis en los clados Norte y Sur se deba a 

un evento de aislamiento geográfico entre dos poblaciones ancestrales de C. acutus 

(alopatría?). Ninguno de los EBSP por linaje muestra una constricción que explique los 

resultados hallados en EBSP general, sin embargo las interpretaciones sobre eventos 

demográficos de la especie y de los linajes están limitados por los intervalos de confianza 

poco robustos (Apéndice 1).  

Los resultados del NCPA indican que más de un proceso histórico generó los patrones 

filogeográficos observados en C. acutus en Colombia. Los detalles de cada clado inferior 

analizado no pudieron ser calculados debido a que no fueron significativos estadísticamente, 

esto se debe a que el NCPA, en su concepción estadística, requiere de un muestreo regional 

con numerosas localidades de muestreo (Templeton et al., 1995; Templeton, 2004). Esta falta 

de rigor en el muestreo, se refleja en un bajo poder estadístico del NCPA. Sin embargo, en 

agrupaciones mayores, el error es compensado cuando se consideran todas las localidades de 

muestreo en el análisis (Tabla 13). Cabe aclarar, que dicha falta de rigor en el esfuerzo de 

muestreo de localidades, representa el delicado estado actual de la especie en Colombia.  

Una visión general de los análisis realizados en este estudio, permite determinar una fuente 

recurrente de error en la mayoría de los análisis: las historias evolutivas de cada linaje 

resultan ser diferentes entre sí, por lo tanto, forzar un análisis con los tres haplogrupos, es 

introducir una fuente de error estadístico (Rosenberg & Nordborg, 2002), sin embargo, esta 

fuente de error es fácilmente superada al analizar cada linaje por separado.  
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Discusión 

La variación encontrada en los genes mitocondriales, permitió establecer la estructura 

genética y filogeográfica de Crocodylus acutus en Colombia, así como proponer procesos 

históricos y su efecto en los patrones actuales de distribución y diversidad genética de la 

especie en Colombia. Una vez que los contextos genético y filogeográfico fuesen analizados, 

estrategias de conservación y manejo de poblaciones ex-situ e in-situ de C. acutus podrían 

proponerse, de manera que aseguren la diversidad genética (Roldán et al., 2010) y el 

potencial evolutivo de las poblaciones (DeSalle & Amato, 2004) de C. acutus en Colombia. 

Este estudio tiene implicaciones en toda el área distribucional de la especie.  

Implicaciones en taxonomía de Crocodylus 

La estructura genética hallada en C. acutus en Colombia es clara: todas las reconstrucciones 

filogenéticas permitieron encontrar tres haplogrupos recíprocamente monofiléticos con 

valores de distancia genética entre 0,42 y 0,61 (ver: Tabla 12). Un primer haplogrupo está 

conformado por cuatro haplotipos, mientras que los dos restantes por tres haplotipos cada 

uno (ver: Fig. 6; Fig. 14). La denominación de recíprocamente monofiléticos, se debe a que 

los haplotipos de un haplogrupo están más cercanos entre sí que con haplotipos de otros 

haplogrupos. Otro criterio adicional a la monofília reciproca de cada haplogrupo, es cuando  

se considera que no se observan individuos moviéndose de un haplogrupo a otro (al cambiar 

el algoritmo utilizado por ejemplo), por lo tanto, los haplogrupos pueden ser reconocidos 

como linajes recíprocos (Avise, 2000).  

La estructura filogeográfica es fuerte, pues al margen de los procesos históricos que hayan 

generado estos patrones observados, la estructura filogeográfica se mantiene hoy día en las 
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localidades muestreadas. Los linajes encontrados corresponden a regiones geográficas del 

Caribe Colombiano (y la región del Catatumbo): un primer haplogrupo se encuentra asociado 

al departamento de La Guajira y la región del Catatumbo (Linaje La Guajira/Catatumbo), 

otro está asociado a la gran cuenca del bajo rio Magdalena, y al rio Buritaca (Linaje 

Magdalena/Buritaca), y uno restringido al departamento de Córdoba (Linaje Córdoba). La 

estructura geográfica hallada en C. acutus se consolida cuando se considera que entre cada 

linaje hay entre 11 y 12 pasos mutacionales, que incluyen a haplotipos ausentes (no 

muestreados o extintos).  

Hasta el momento, pocos estudios genéticos en crocodílidos han reportado una estructura 

genética y geográfica en crocodílidos como la reportada en este estudio. Solo tres estudios 

han mostrado divergencias intraespecíficas mayores a las reportadas en este estudio, Shirley 

et al. (2013), Eaton et al. (2009) y Hekkala et al. (2011). Shirley et al. (2013) determinó que 

Mecistops cataphractus (anteriormente incluida en el género Crocodylus, pero que 

recientemente se demostró que no es un “verdadero cocodrilo”, y posteriormente resucita el 

género en desuso Mecistops; McAliley et al., 2006) no es una especie monotípica, sino que 

en realidad está comprendida por dos especies crípticas, una central y otra al oeste (Mecistops 

sp-West África y Mecistops sp-Central África). Entre ellas se encontraron 116 pasos 

mutacionales en una red de haplotipos, lo que corresponde a valores de distancia genética de 

4,9%, en el fragmento código de barras de COI. En Eaton et al. (2009) se observa otra especie 

históricamente considerada monotípica, Ostelaemus tetraspis, ésta mostró divergencias 

elevadas y linajes divergentes (y recíprocos) fuertemente asociados a grandes cuencas 

hidrográficas del occidente de África. Éstas marcadas divergencias resultaron en tres especies 

crípticas: O. osborni, anteriormente conocida como O. tetraspis osborni (Wermuth, 1953), 



91 

 

catalogada como subespecie desde el descubrimiento de un cráneo morfológicamente 

diferente a la especie típica (Wermuth, 1953); la especie típica O. tetraspis, aunque algunos 

autores consideraban estas diferencias a una clina distribucional y que las denominaciones 

de subespecie carecían de mérito (Wermuth, 1953; Ross, 2006) y una especie aún sin nombre 

asociada a las cuencas del oeste de África, Osteolaemus sp. nov. cf. tetraspis West Africa. 

Los resultados entre estas tres especies crípticas reportan distancias genéticas entre 4-16% y 

145 y 167 pasos mutacionales entre clados. 

Finalmente Hekkala et al. (2011), que muestra un ejemplo dentro del género Crocodylus, 

donde hallaron linajes divergentes dentro de la especie C. niloticus, una especie con un rango 

distribucional amplio (Shirley et al., 2009). Cálculos de distancias genéticas demostraron dos 

linajes separados con mas de 4%, incluso se observó re-arreglos cromosómicos. Éstas 

diferencias permitieron identificar dos especies crípticas: C. niloticus al oeste de África y 

Madagascar, y revivir la especie C. suchus (Saint-Hilaire 1807). 

En los tres casos, las distancias genéticas no corregidas y los pasos mutacionales entre 

haplogrupos exceden en un orden de magnitud a las halladas en este estudio. Sin embargo, 

los resultados de divergencia intraespecíficas están acorde a los limites taxonómicos 

aceptados para crocodílidos: las estimaciones de divergencia dentro de Crocodylus varían de 

acuerdo al marcador utilizado y al clado analizado, pero se reconoce que los valores de 

divergencia intraespecífica muestran generalmente <1%, y entre 2,5–7,5% para divergencia 

interespecífica (White & Densmore, 2001; McAliley et al., 2006).  

Aunque los valores de distancia genética hallados en este estudio no superan el 1%, (valores 

entre 0,41-0,61%), si muestran un divergencia dentro de C. acutus en Colombia. La 
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denominación de categorías taxonómicas inferiores a especies no son muy comunes en 

crocodílidos, particularmente en Crocodylus, de hecho dentro del género, ninguna especie ha 

sido definida incluyendo subespecies, a pesar de que algunas presentan rangos 

distribucionales realmente amplios (White, 1992). Sin embargo, este puede ser un problema 

relacionado con bajos esfuerzos de muestreo, bajo número de localidades de muestreo y 

límites de especies pobremente definidos (Godshalk, 2006).  

A pesar que los linajes divergentes hallados en este estudio no pueden ser definidos como 

especies crípticas, surge la incógnita de si pueden representar subespecies asociadas a 

diferentes cuencas hidrográficas en Colombia. Las distancias genéticas corregidas por el 

modelo de Tamura & Nei (1993) entre los linajes divergentes de  C. acutus en Colombia 

(0,004-0,006), son comparables a los valores de distancia genética corregida que existen entre 

Caiman crocodilus fuscus y Caiman crocodilus crocodilus, con 0,007 (Ray et al., 2000). 

Éstas últimas son dos subespecies válidas y reconocidas (Venegas-Anaya et al., 2008). A 

pesar de esta similitud en los valores de distancias genéticas, marcadores morfológicos se 

requieren para definir subespecies (Brazaitis, 1973). Adicionalmente, los estudios realizados 

en C. acutus difícilmente contemplan el rango distribucional de la especie (en ese aspecto, 

este estudio es el más completo), es así, como los límites de la especie permanecen sin 

definirse integralmente. Por lo tanto, la definición de subespecies dentro de C. acutus resulta 

por el momento improbable. En este contexto Müller & Hellmich (1940), propusieron 

designar dos subespecies dentro del cocodrilo americano: C. a. acutus (Cuvier 1807) y C. c. 

lewyanus (Dumtril and Bocourt 1870), pero su discusión poco profunda y falta de rigor en la 

medición de medidas craneales, llevaron a que esta designación taxonómica fuera ignorada 

(Ernst et al., 1999). 
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“la Taxonomía es el destino!” (May, 1990), esto es particularmente cierto cuando el objetivo 

final son el soporte a medidas de conservación y manejo de cocodrilianos actuales (Ross, 

1998). Sin embargo las políticas actuales para promover el aprovechamiento sostenible de 

los crocodílidos se basan principalmente en criterios morfológicos, que proporcionan una 

resolución taxonómica y filogenética limitada (Brazaitis, 1973; Ross, 1998). Asumir 

homogeneidad genética y uniformidad taxonómica, puede acabar en planes de manejo que 

no protejan adecuadamente la diversidad existente y el potencial evolutivo de la especie (Lim 

et al., 2011).  

La incapacidad de diferenciar entre límites de una población (que delimita procesos 

demográficos) y límites de especies (que define el límite de los procesos evolutivos) 

dificultará las posibles inferencias que se puedan realizar en estudios a nivel de especie, ya 

que no podrá identificar y posteriormente resolver las unidades básicas evolutivas (Sites & 

Marshall, 2003) dentro de la especie. Definir los límites de las especies es entonces clave 

para entender patrones evolutivos a gran escala y responder preguntas básicas de ecología, 

biogeografía y conservación (Frankham et al., 2002). 

Con lo anterior en mente, este estudio logró no solo determinar la diversidad genética de la 

especie en Colombia, sino que satisfactoriamente logró  aclarar en gran parte los límites 

específicos de C. acutus. Esta afirmación se sustenta en dos premisas: i) los logros de este 

estudio: un muestreo que cubre gran parte del área de distribución de la especie en Colombia; 

un número considerable de individuos incluidos en los análisis; logró reconstruir un árbol de 

haplotipos y logró identificar la estructura filogeográfica de la especie en Colombia y ii) la 

baja diversidad reportada en otros estudios realizados en centro América, Caribe y la punta 

Sur de la Florida en Norteamérica (Cedeño-Vázquez et al., 2008; Weaver et al., 2008; 
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Milián-García et al., 2011; Rodriguez et al., 2011). Adicionalmente, los resultados de este 

estudio hacen que sea posible pensar que el origen de los linajes divergentes se dio en 

Colombia, y se presenta una clina de diversidad en el área distribucional de la especie en 

sentido Sur-Norte: la diversidad genética va disminuyendo hacía el Norte (ver Milían-García 

et al., 2011 y las referencias allí citadas).  

Un ejemplo real de cómo identificar los límites de una especie tiene un impacto sobre la 

taxonomía de un grupo particular se puede ver en Bloor et al. (2015), donde la identificación 

de dos linajes divergentes, definió temporalmente los límites de la especie. Individuos 

muestreados en Cuba, que se suponían ser C. acutus fallaron en agruparse dentro de este 

taxón. Varias preguntas quedaron en el aire en consecuencia: es aquel linaje presente en 

Cuba, realmente C. acutus?, si no lo es, está realmente presente C. acutus en Cuba?, y cuáles 

podrían ser las potenciales implicaciones de manejo y conservación del genero Crocodylus 

en Cuba, donde eventualmente podrían coexistir tres especies?. Bloor et al. (2015), 

recomiendan la revisión taxonómica de dicho taxón. Las implicaciones de los nuevos límites 

de la especie C. acutus descrita en este estudio, en la problemática taxonomía de las especies 

de Crocodylus del Nuevo Mundo (Brochu, 2003; Oaks, 2007) serían por lo tanto de gran 

impacto en la delineación de programas de manejo y conservación fundados en especies de 

crocodílidos. 

Otro caso en el que las implicaciones taxonómicas de la diversidad genética en C. acutus, se 

observa al comparar los datos de este estudio y la especie hermana C. intermedius, una 

especie correctamente delimitada por Posso (2013), junto con los datos publicados por 

Milián-García et al. (2011), que incluyen secuencias de C. rhombifer (o cocodrilo Cubano) 

y C. acutus de Cuba (ver Apéndice 2). El alineamiento final, tiene una longitud de 1746pb 
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(un fragmento de 546pb de COI y 1200pb de cytb). La red de haplotipos fue fijada con un 

límite de 50 pasos mutacionales. C. acutus y C. intermedius fueron “conectadas” por 21 pasos 

mutacionales (Clado 1), mientras que el clado formado por C. acutus de Cuba y C. rhombifer 

solo se conectó por 13 pasos mutacionales (Clado 2), vale la pena resaltar las diferencias 

morfológicas entre estas especies (Milián-García et al., 2011). Con el límite de 50 pasos 

mutacionales, clados 1 y 2 no pudieron ser conectados (ver Apéndice 2). Estos resultados, 

muestran como la taxonomía basada en exclusivamente parámetros morfológicos puede 

encubrir este tipo de escenarios, en los que la diversidad genética entre dos especies no refleja 

las diferencias morfológicas (ver: Oaks, 2011). 

Procesos históricos y demográficos y su efecto en la estructura genética de c. acutus 

La sorprendente diversidad genética de C. acutus hallada en Colombia resulta inesperada 

dada la uniformidad paisajística (Herrera et al., 2001) y la extensión total del Caribe 

Colombiano (Rangel-Buitrago, 2009), donde se colectaron la mayoría de los individuos. Esta 

diversidad adquiere importancia cuando se compara con estudios realizados para C. acutus 

en centro América, Caribe y la punta Sur de la Florida en Norteamérica, en los que se reporta 

menor número de haplotipos (Cedeño-Vázquez et al., 2008; Weaver et al., 2008; Milián-

García et al., 2011; Rodriguez et al., 2011). Una posible razón para tener una mayor 

diversidad genética en Colombia se fundamenta en la hipótesis de que los haplogrupos 

aparecieron en Colombia. Sin embargo, este patrón obtenido puede ser el resultado de 

múltiples procesos que han ocurrido a lo largo de la historia demográfica de la especie.  

Los resultados de este estudio muestran que cada uno de los haplogrupos reconstruidos, 

conforman linajes recíprocamente monofiléticos con historias evolutivas diferentes, es decir, 
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delineadas por procesos evolutivos independientes, que pudieron ocurrir durante escalas de 

tiempo diferentes. En este escenario, entender los patrones y los procesos evolutivos de cada 

linaje, es entender la dinámica histórica y demográfica de C. acutus en Colombia. 

Lastimosamente, la compleja estructura filogeográfica y los errores inherentes (como 

intervalos de confianza poco ajustados) a los análisis que suceden en todos los linajes, 

dificultan las inferencias sobre la historia evolutiva de la especie.  

A continuación se postulan tres hipótesis sobre la demografía de la especie y los posibles 

orígenes la diversidad genética hallada en Colombia: i) vicarianza mediada por 

fragmentación; ii) eventos de dispersión a partir de una “población ancestral”; 

iii)“fragmentación” debido a constricciones demográficas. Vale la pena resaltar que en todos 

los escenarios propuestos, el polimorfismo ancestral se elimina paulatinamente, producto de 

la rápida tasa de mutación de los genes seleccionados.  

i) En el escenario de vicarianza una barrera biogeográfica aparece fragmentando una 

población en dos (no hay cambios demográficos), restringiendo el flujo génico y 

favoreciendo la aparición de nuevos haplotipos. Como resultado se forman dos 

linajes separados. Ya han sido reportados procesos de vicarianza generando 

diversidad genética en crocodílidos (Eaton et al., 2009; Shirley et al., 2013). Ambos 

estudios describieron en África dos especies, a partir de especies tradicionalmente 

consideradas monotípicas (ver Discusión, Implicaciones en taxonomía de 

Crocodylus), estas especies se considera que se originaron debido al levantamiento 

de la Línea Volcánica del Camerún y la depresión de Benue (Fitton & Dunlop, 1985) 

hace aproximadamente 8,0Ma. En Colombia, existen dos posibles barreras al flujo, 

el levantamiento de la serranía del Perijá (Lazala, 2007) y la finalización del 

levantamiento de la serranía de San Lucas/Abibe/San Jacinto en los departamentos 
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de Antioquia, Bolívar y Córdoba (Hernández-Camacho et al., 1992), ambas suceden 

durante el Pleistoceno inferior-medio. La datación de éstos eventos geológicos es 

congruente con los eventos de cladogénesis calculados para C. acutus (ver 

Resultados de Reloj Molecular), congruente con los resultados de NCPA, donde 

procesos de fragmentación histórica son los generadores de la diversidad genética 

hallada (Tabla 13) y acorde al PPED en el que no se registran fluctuaciones 

demográficas (Fig. 23). Si bien se requiere obtener muestras de individuos de ambos 

lados de la potencial barrera biogeográfica para determinar ausencia de flujo 

histórico entre dos poblaciones (Smolensky et al., 2014), en este estudio se tienen 

individuos del costado Este de la Serranía del Perijá (Región Catatumbo), y de las 

serranías de San Lucas/Abibe/San Jacinto, se tienen localidades del lado Este (bahía 

de Cispatá y PNN Paramillo).  

 

 

 

 

Figura 23: Ilustración de la hipótesis vicarianza. En la que las pelaociénagas de la edad 

Gelasiana (1,8Ma) permitieron una PPED que va hasta hace unos 200.000 años. Con la finalización 

del levantamiento de la formación San Lucas/Abibe/San Jacinto y la altura máxima de la Serranía 

del Perijá se producen eventos de alopatría que generan la diversidad genética encontrada. 

 

ii) Para la hipótesis proceso de colonización partiendo de una “población ancestral”, 

asumiendo ésta como una población/linaje que en la actualidad no se encuentra, pero 

que es cercano genética y geográficamente a L2 (ver Resultados de NCPA; puesto 

que es el haplogrupo interior y por tanto mas “ancestral”) y geográficamente. A 

≈0,7 Ma ≈1 Ma 1,8 Ma – 0,2 Ma 
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partir de esta población ancestral se originaron los linajes existentes en la actualidad. 

Los resultados de NCPA, soportan eventos de colonización a distancia (Tabla 13), 

seguidos por expansión del rango distribucional de los linajes de punta, es decir, L1 

y L3 (Fig. 22). Los resultados de este estudio solo soportan la expansión del rango 

(en los aspectos espacial y demográfico) de L1 (ver Resultados Distribución de 

Diferencias Pareadas). En este caso el efecto fundador explica la diversidad genética 

hallada (Fig. 24): haplotipos con bajas frecuencias que se fijan en una población 

nueva, y el polimorfismo de la población ancestral se borra paulatinamente (Moran 

& Kornfield, 1993). En crocodílidos ya ha sido descrita la capacidad de realizar 

procesos de dispersión influenciada por la capacidad de movilidad de algunos 

crocodílidos. Hutton (1989), probó la capacidad de dispersión de C. niloticus, 

encontrando capacidades de movilidad a través de un gran rango de distribución. 

Éstas capacidades de movilidad están relacionadas con el tamaño de los individuos 

(adultos tienen una mayor capacidad de dispersión). En Balaguera-Reina et al. 

(2016), la dispersión de individuos de C. acutus en Panamá, está relacionada con 

calidad de hábitat y competencia con individuos de mayor tamaño. Estudios de tipo 

ecológico y comportamental radio-telemetrados, se requieren en Colombia para 

determinar la capacidad de dispersión en las condiciones físicas de la regiones donde 

habita C. acutus, y determinar el papel de la colonización a larga distancia en la 

diversificación de C. acutus en su rango distribucional en Colombia. Sin embargo, 

se sabe que C. acutus, es capaz de dispersarse grandes distancias, incluso 

atravesando grandes distancias en mar abierto en la península de La Florida 

(Rodriguez et al., 2011).  
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Figura 24: Ilustración de la hipótesis colonización a larga distancia. En el diagrama se observa un 

evento de colonización partiendo de una “población” cercana genética y geográficamente a L2, 

seguido por eliminación del polimorfismo ancestral, y un posterior incremento en el tamaño 

poblacional y en el rango distribucional. Cabe aclarar que esta hipótesis sólo explica la aparición de 

L1. 

 

iii) La fragmentación mediada por constricciones demográficas, se soporta en este caso 

en los resultados del EBSP general: en el que un evento demográfico reduce la 

población efectiva de las hembras casi cuatro veces (Fig. 20). Esta reducción genera  

perdida de polimorfismo ancestral en la población, y posterior divergencia entre 

linajes, como la que se encuentran en la actualidad. De acuerdo a en los resultados 

del EBSP general, este evento tiene una duración de entre ≈200.000 hasta ≈11.000 

años. Estas dataciones coinciden con eventos climatológicos, particularmente con la 

última gran glaciación registrada en Colombia, Wärm-Wisconsin que inicio hace 

180.000 y termino entre 14.000 a 24.000 (Hernández-Camacho et al., 1992). Existe 

evidencia de correlación entre periodos glaciales y reducciones en población 

efectiva (Davis et al., 2005; Skelly et al., 2007; Beaumont et al., 2011), éstos 

eventos climatológicos causaron una reducción en la población efectiva, y 

posteriormente aislamiento, debido a bajas densidades poblacionales (las 

poblaciones tienen densidades tan bajas que el flujo es mínimo, cuando no, nulo). 

Estas poblaciones con bajas densidades se restringen a refugios con condiciones 

climáticas que permiten la viabilidad de la especie. La distribución de algunos de 

estos refugios coinciden con la distribución actual de los linajes, L2 se encuentra 

cerca al refugio Nechí y L3 cerca al refugio Chocó (Haffer, 1982; Haffer, 1987). 

<1 Ma <0,7 Ma 
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Los resultados de EBSP por linaje muestran que una vez finalizado el periodo 

glacial, todos los haplogrupos muestran una recuperación demográfica, terminando 

en valores de Ne, por encima de los iniciales (Fig. 21). En el caso de L1, una 

expansión demográfica (Fig. 16A) y espacial (Fig. 18A) recientes están soportada 

por los datos de distribuciones pareadas. Es factible pensar que L1 fue una población 

restringida geográficamente y demográficamente, que cuando las condiciones 

climatológicas lo permitieron, pasó a ocupar nuevos hábitats y se expandió 

geográfica y demográficamente.  Durante el tiempo que dura el periodo glacial, se 

elimina parte del polimorfismo ancestral, lo que explica la divergencia entre linajes 

(Fig. 25). Lastimosamente, los intervalos de confianza (particularmente de EBSP 

general) y la incongruencia entre las escalas de tiempo de los Skyline Plot, así como 

los cálculos de divergencia (Fig. 8) le restan soporte a esta hipótesis. 

Adicionalmente a éstos inconvenientes, no se encontró bibliografía que soporte esta 

hipótesis en crocodílidos.  

 

 

 

 

Figura 25: Ilustración de la hipótesis constricción demográfica mediada por el Ultimo Periodo 

Glacial. Un escenario inicial puede ser una continúo de diversidad genética en Colombia, y al 

iniciar el último glacial, Wärm-Wisconsin (180.000 años), obliga a las poblaciones a ubicarse en 

refugios en Colombia. Refugios coincidentes con localidades de muestreo (o cercanas) son Nechí 

para L2, Choco para L3, y un refugio poco estudiado en Catatumbo. Posteriormente, como los 

muestran los Skyline Plot por linaje, se da una recuperación demográfica en todos linajes al 

finalizar el Wärm-Wisconsin (14.000 años).  

   

Wärm-Wisconsin 

180.000 - 14.000  
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A pesar de lo significativo de este estudio y de la información que aporta a la diversidad 

genética y el entendimiento de los crocodílidos en el mundo, es necesario incrementar el 

muestreo en número de individuos y de localidades dentro y fuera de Colombia, para 

entender mejor los procesos demográficos y evolutivos de la especie. Todo análisis 

bioestadístico en filogeografía, se verá robustecido con un mayor número de datos (Grant 

& Cheng, 2012; Grant et al., 2012; Grant, 2015). Análisis con intervalos de confianza 

más ajustados, podrán permitir inferencias que se ajusten y eventualmente prueben 

alguna de las hipótesis anteriormente planteadas.  

 

Implicaciones para la conservación 

Al margen de los procesos evolutivos que causan los patrones geográficos hallados en C. 

acutus en Colombia, la diversidad genética hallada es sorprendente y las implicaciones que 

tiene en el entendimiento de los crocodílidos en el mundo son cuando menos, considerables. 

Los linajes divergentes descritos en Colombia con marcadores mtDNA, permiten delinear 

los límites de la especie en todo su rango distribucional, con alcances en los taxonómico y 

sistemático, en la genética de poblaciones, evolución y estrategias de manejo y conservación 

de la especie.  

Desde el enfoque de la biología de la conservación y la conservación genética, un criterio 

importante al seleccionar las poblaciones prioritarias es considerar el nivel de singularidad y 

variación genética que se encuentra dentro de cada especie (Isambert et al., 2011; Pickles et 

al., 2011; Carvalho et al., 2012; Taylor et al., 2012). Las Unidades Evolutivamente 

Significativas (ESU, por sus siglas en inglés) se designan a partir de la monofília recíproca 

de marcadores moleculares y la divergencia significativa en loci nucleares y mitocondriales 

(Ryder, 1986; Moritz, 1994), es decir, poblaciones que pueden considerarse lo 



102 

 

suficientemente distintas como para merecer ser conservadas, independientemente del estado 

de conservación de la especie. Los tres linajes divergentes, muestran una monofília reciproca 

en todas las reconstrucciones filogenéticas. Con base en estos resultados, cada uno de los 

linajes puede ser definido a priori como una ESU.  

Algunos autores como Crandall et al. (2000) incluyen en la definición de ESU la inclusión 

de caracteres selectivos, sin embargo pueden resultar excluyentes, particularmente en un 

escenario en el que la especie está amenazada, y lo hábitats naturales tienden a reducirse 

(Morales-Betancourt et al., 2013). Por lo tanto, la definición de las ESU en C. acutus en 

Colombia, se centra en el potencial evolutivo (Moritz, 1999; Avise, 2000; Moritz, 2002) que 

inherentemente guarda cada linaje divergente.  

Gratten (2004), definió una ESU en C. porosus en el Indopacifico. Sin embargo, en este 

estudio hay una total ausencia de estructura filogeográfica, atribuida posteriormente a la 

capacidad de migración a largas distancias en el mar (Gratten, 2004; Grigg, 2015). Un 

escenario en el que linajes divergentes dentro de una misma especie (ver Discusión: 

Implicaciones de Crocodylus) fueron designados como ESU se puede ver en Eaton et al. 

(2009) y Shirley et al. (2013). 

Por otro lado, aunque Bloor et al. (2015), no logró definir ESU´s para C. acutus, recomendó 

la designación de dos ESU’s basado en los dos linajes divergentes hallados en tres 

zoocriaderos de Colombia. La designación de estas ESU’s queda incluida en las definidas en 

este estudio, ya que aquellos haplotipos, anidan dentro de los linajes divergentes aquí 

reportados, con la ventaja de una correspondencia geográfica de cada uno. Dada las distancias 

genéticas, la reciprocidad y la monofília de los linajes, una categoría adicional (y quizá 

complementaria) es la de Unidad Evolutiva, que pretende asegurar el potencial evolutivo de 

linajes, que presumiblemente tienen adaptaciones únicas a ambientes locales. 
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Por otro lado, la definición de MU´s requiere considerar aspectos en un contexto ecológico, 

Vogler & Desalle (1994) y Palsboll et al. (2007) afirman que las MU’s están delimitadas por 

caracteres que diagnostican los grupos de individuos o poblaciones únicas que se excluyen 

de otros grupos, es decir corresponde a grupos demográficamente independientes, con 

dinámicas poblacionales diferentes y adaptaciones únicas a hábitat únicos.  

Gratten (2004), designó al menos siete poblaciones (localidades) como MU’s en C. porosus, 

basado en flujo genético, patrones de aislamiento por distancia y ausencia de sesgo entre 

sexos en flujo genético. Resulta claro que la designación de MU’s es una escala menor a la 

de ESU’s, por lo tanto las recomendaciones sobre MU’s se propondrán al nivel de 

localidades. Con lo anterior en mente, y teniendo en cuenta las diferencias encontradas en las 

frecuencias y distribución de los haplotipos encontradas en este estudio, es posible designar 

ocho MU’s en el territorio Colombiano (Tabla 14): 

 PNN Tayrona, L1: fueron los únicos individuos observados y capturados en el mar, 

por lo tanto representan eventualmente adaptaciones únicas, a un hábitat 

exclusivamente marino. Adicionalmente, muestra una alta diversidad haplotípica, 

considerando el tamaño muestral. 

 Bahía Portete, L1: presentan plasticidad en la fenología reproductiva, que bien 

pueden representar adaptaciones quizá únicas para la especie. La puesta de huevos, 

está ajustada para evitar los picos de temperatura de los meses secos, por lo tanto el 

proceso reproductivo está desfasado dos meses (De La Ossa-Lacayo et al., 2013), 

este ajuste solo ha sido registrado en bahía Portete. 

 Localidad de Pantano de Michiragua (ver Tabla 1 para una idea de la diversidad 

ecológica de la zona), L1: la diversidad haplotípica es considerable (considerando 
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el tamaño de la muestra). Adicionalmente, incluye el haplotipo ancestral para todos 

los individuos muestreados en Colombia, este cobra relevancia cuando se considera 

que este haplotipo no cumple con los criterios de designación de haplotipos 

ancestrales: no es el más frecuente, no un haplotipo de punta y no está presente en 

varias localidades, además representa la población ancestral de todo L1 (ver Fig. 10; 

Fig. 11).  

 Región del Catatumbo, L1: la diversidad haplotípica es considerable (considerando 

el tamaño de la muestra). Adicionalmente, tiene un haplotipo privado para el rio 

Sardinata (tres bocas; ver Tabla 1). Junto con los ríos muestreados del PNN 

Paramillo, pueden representar los pocos ecosistemas fluviales con poblaciones 

saludables del Norte de Sudamérica (Viloria-Lagares et al., en prensa; Ulloa, 2011). 

Es una población que dado su aislamiento histórico, podría presentar adaptaciones 

únicas al ambiente local.  

 Gran cuenca del Magdalena bajo, L2: a pesar de ser una de las regiones con los 

mayores niveles de explotación de la especie (Medem, 1981), aún se observan 

individuos de todos las categorías de tamaños (ver Morales-Betancourt et al., 2013 

para una definición de categorías de tamaño en C. acutus), particularmente en la 

localidad de bajo Canal del Dique. Adicionalmente presente la mayor cantidad de 

haplotipos (Fig. 7) y una alta diversidad haplotípica. 

 Rio Gaira, L2: debido a su posición filogenética, en todas las reconstrucciones 

aparece como una rama divergente: en la red de haplotipos, conforma una secuencia 

única situada a cuatro pasos mutacionales del haplotipo ancestral, y su adaptación, 

sitúa el evento de cladogénesis hace ≈280.000 (Fig. 8). Esta posición filogenética, 
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hace pensar que representa adaptaciones únicas dentro de C. acutus. como en el caso 

anterior, esta localidad representa la población ancestral de L2 (ver Fig. 10; Fig. 12 

y la descripción de los resultados). 

 PNN Paramillo, L3: presenta un haplotipo privado para el rio Tigre. Adicionalmente 

es área protegida con resguardos indígenas asociados (Racero-Casarrubia et al., 

2008), y la caza ilegal está regulada en varios niveles. 

 Bahía de Cispatá, L3: es la única localidad que presenta individuos de dos linajes 

(L2 y L3), por lo tanto su diversidad haplotípica es la mas alta, por ende, puede 

funcionar como un laboratorio vivo, en el que las consecuencias de cruces entre 

linajes pueden ser cuantificadas.  

Cabe aclarar, que el solapamiento entre ESU’s y MU’s no representa un problema, pues 

ambas categorías procuran la continuidad de linajes con diferenciación genética y 

ecológica, asegurando en varios niveles la conservación de la especie. Una crítica a la 

designación de ESU’s y MU’s se puede encontrar en Hudson & Coyne (2002). Ellos 

afirman que debido a su tasa de mutación, la fijación de polimorfismos y el origen de 

grupos monofiléticos, requieren de más tiempo que los genes nucleares, por lo que no se 

recomiendan para la evaluación de monofília recíproca (condición excluyente), a menos 

que la divergencia de las poblaciones sea muy antigua. Aunque el presente estudio solo 

incluye mtDNA de C. acutus, muestra grupos monofiléticos en todas las reconstrucciones 

filogenéticas, por otro lado, Hudson & Coyne (2002), no dejan claro, los tiempos de 

divergencia antiguos considerados estables para designar ESU’s con mtDNA, es decir, 

este estudio podría estar en esa “zona de confianza”.  

Una última categoría puede ser implementada en las localidades de C. acutus en 

Colombia. En esta, la identificación y protección de las poblaciones viables de cocodrilos 
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y su hábitat en Colombia es crucial para su supervivencia. Thorbjarnarson et al. (2006) 

cuantifican y clasifican 69 áreas en nueve bioregiones distintas, y las denominan 

Unidades de Conservación de Cocodrilos (o CCU por sus siglas en ingles) para C. acutus 

en todo su rango de distribución. Éstas áreas corresponden a aquellas más importantes 

para la conservación de la especie: “la planeación de la conservación de especies 

amenazadas, idealmente requiere el mantenimiento de poblaciones viables a lo largo de 

todo el rango ecosistémico donde existe la especie” (Thorbjarnarson et al., 2006; 

Thorbjarnarson, 2010).  

Esta categoría de conservación específica para áreas de importancia de crocodílidos, a 

sido puesta en marcha para la nueva especie del genero Crocodylus, C. suchus en África 

(Cunningham et al., 2016), sin embargo, sugieren implementar criterios adicionales a los 

recomendados por Thorbjarnarson (2010): “un enfoque mas completo, que incorpore 

información sobre los procesos evolutivos subyacentes, para identificar linajes 

significativamente evolutivos o poblaciones”. 

Aunque no era un objetivo de este estudio, evaluar la viabilidad de los hábitat donde C. 

acutus fue muestreado, observaciones generales fueron realizadas. A continuación se 

consideran CCU’s basadas en los resultados de este estudio y en las observaciones de 

campo realizadas (Tabla 14): 

 PNN Tayrona: aunque la abundancia y densidad de C. acutus permanecen sin 

determinarse, los registros de individuos son cada vez mas frecuentes, así como los 

eventos de anidación. Este área protegida (AP), tiene una extensión de mas 

15.000ha, por lo tanto cumple con uno de los criterios de designación de CCU’s. 

 Pantano de Michiragua: si bien no existen estudios de abundancia y densidad de C. 

acutus en esta zona, los eventos de anidamiento han ido en aumento. 
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Adicionalmente, es una localidad extensa que ofrece a la especie, una gran 

diversidad de hábitats: caños, ríos, pantanos, ciénagas y bosques de manglar, todo a 

orillas del Mar Caribe (Orjuela-Rojas et al., 2011). 

 Rio Sardinata-tres bocas, Región del Catatumbo: Ulloa (2011) establece una 

densidad de C. acutus de 1.30 ind/Km, en cuatro ríos de la región del Catatumbo, 

siendo entonces una de las poblaciones con mayor abundancia en el país. Aunque 

los individuos incluidos en este estudio provenientes de esta región son cautivos, se 

realizó una evaluación rápida de parámetros ecológicos en los ríos San Miguel y 

Sardinata, se considera que la región es propicia para la reproducción y nidificación 

de la especie: durante la época seca, se observó playones con ángulos bajos y 

abundante vegetación asociada a los cuerpos de agua, ambos parámetros necesarios 

para la reproducción de la especie. Según lo anterior, cumple con uno de los criterios 

de designación de CCU’s. 

 Bajo canal del Dique/Ciénaga de la Barcés: un escenario muy similar al anterior, en 

el que no hay datos ecológicos, sin embargo, la abundancia se puede sustentar en la 

caza de consumo continuada en la región, a pesar de ello, aun son abundantes los 

registros de C. acutus. Durante la captura, se observó dos nidadas intactas, lo que 

indica que la localidad es propicia para la reproducción de C. acutus   

 PNN Paramillo: la ubicación del PNN Paramillo dentro del rango de distribución de 

la especie hace que sea importante en el manejo regional y nacional, no sólo porque 

representa la población más meridional de la bioregión Caribe Sudamérica. Por otra 

parte, también PNN Paramillo bien puede representar la única población ribereña 

viable de la bioregión. Viloria-Lagares et al. (sometido), propone a los ríos Tigre y 
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Manso como uno de los hábitat rivereño mas abundantes del país, con 5,7 ind/Km, 

solo comparable con los resultados de Balaguera-Reina & González-Maya (2008), 

con 7,78 ind/km en otro AP. PNN es quizá la única localidad de incluidas en este 

estudio, que cumple con todos los criterios de designación de CCU’s. 

Aunque las consideraciones anteriores están basadas en observaciones de parámetros  

ecológicos preliminares, tienen el soporte de información genética para la definición objetiva 

de CCU’s (Cunningham et al., 2016). Los planes de manejo y conservación de C. acutus en 

Colombia deben considerar el número y alcance espacial de las ESUs y MU propuestas en 

este trabajo, ya que el análisis de los datos generados procuran mantener la diversidad 

genética de las poblaciones de esta especie en el país.  

 

Tabla 14. Resumen de las categorías de conservación propuestas para las localidades de muestreo de 

C. acutus. ESU, Unidades Significativas Evolutivas; MU, Unidades de Manejo; CCU, Unidades de 

Conservación de Cocodrilos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Localidad ESU MU CCU 

Bahía de Cispatá (L2) - - - 

Bahía de Cispatá (L3) Si Si - 

Bajo canal de Dique (L2) Si Si Si 

Complejo cenagoso de la Barcés (L2) Si - - 

PNN Tayrona (L1) Si Si Si 

Pantano de Michiragua (L1) Si Si Si 

Región del Catatumbo (L1) Si Si Si 

Bahía Portete (L1) Si Si - 

PNN Paramillo (L3) Si Si Si 

Río Gaira (L2) Si Si - 

Río Buritaca (L2) Si - - 
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Conclusiones 

 Análisis filogenéticos, genético-poblacionales y filogeográficos con marcadores 

mitocondriales, soportaron la existencia en Colombia de tres haplogrupos 

intraespecíficos en la especie Crocodylus acutus. 

 Los haplogrupos descritos en Crocodylus acutus se consideran linajes, debido a 

la ausencia de reticulaciones en la red de haplotipos y la robustez de los análisis 

filogenéticos. Adicionalmente se les considera linajes recíprocamente 

monofiléticos, lo que significa que cada matrilínea de un linaje en específico está 

más estrechamente relacionada entre sí, que con respecto a otro linaje. El linaje 

La Guajira/Catatumbo se describe de novo en este estudio. 

 Los eventos de cladogénesis para Crocodylus acutus se sitúan en el pleistoceno: 

L3 aparece hace ≈760.000 años a finales de la edad Calabriense, L1 y L2 se 

separan hace ≈580.000 durante la edad Ioniense. La marcada diversidad genética 

de Crocodylus acutus hallada en Colombia, comparada con otros estudios 

realizados para la especie, apuntan a que estos linajes se diversificaron en 

Colombia, como resultado de eventos geológicos y/o paleo-climáticos.  

 Las distancias genéticas (valores de divergencia) halladas entre los linajes han 

sido utilizadas en otros estudios para definir subespecies, sin embargo, no es 

posible asignar esta categoría taxonómica a los linajes de Crocodylus acutus, 

debido a que este estudio carece de datos morfológicos.  

 El linaje La Guajira/Catatumbo sin embargo, muestra datos congruentes: valores 

de población efectiva de hembras bajos desde su origen (al menos 350.000 años), 

seguida por explosiones demográficas y espaciales recientes. Los intervalos de 
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confianza robustecen la hipótesis cladogénesis, eliminación de polimorfismo 

ancestral y explosión demográfica y espacial coincidente con la finalización del 

periodo glacial Wärm-Wisconsin.  

 Se definieron tres ESU’s coincidentes con los resultados, que indican que los 

linajes son recíprocamente monofiléticos. Adicionalmente se definieron ocho 

MU’s, con base en su posición filogenética, su diversidad haplotípica así como 

en si la ubicación y hábitats de cada localidad podría representar adaptaciones 

únicas al ambiente. La implementación de estas categorías de conservación se 

recomienda enérgicamente. 

 Con base en las observaciones realizadas durante los muestreos, y en la 

bibliografía existente sobre parámetros ecológicos y demográficos actuales de las 

localidades de muestreo, se definió cinco Unidades de Conservación de 

Cocodrilos (CCU’s) nuevas para Crocodylus acutus. 

 Para determinar con mayor robustez estadística los procesos evolutivos que 

delinearon los linajes divergentes y la diversidad genética hallada, se requiere de 

un muestreo inclusivo, de localidades adyacentes a posibles barreras biográficas, 

y aumentar el número de individuos procedentes de localidades no consideradas 

en este estudio.   
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Apéndice 1: intervalos de confianza para EBSP general y cada linaje. 
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Apéndice 2: caso taxonómico entre C. acutus de este estudio, C. acutus de Cuba y Centroamérica, 

C. rhombifer y C. intermedius.  

 
 


