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Resumen

Resumen

En el presente trabajo se realizo el andlisis del codigo de barras ADN de 24 especies de la
ictiofauna dulceacuicola cubana. Para ello, se secuenciaron 652pb del gen mitocondrial
citocromo oxidasa I (COI) de 96 individuos provenientes de diferentes areas geograficas y
representativos, en la mayoria de los casos, de la distribucion espacial de cada especie. En
el andlisis se utilizo la distancia genética Kimura 2 parametros (K2P), considerando como
cota superior el valor de 3%, para identificar los limites de divergencia entre especies.
Complementariamente se llevd a cabo un analisis de agregacion poblacional para
identificar grupos poblacionales indicativos de linajes evolutivos independientes. El
estimado promedio de divergencia genética entre individuos coespecificos fue de 0.96%,
mientras que el valor encontrado entre especies congenéricas alcanzd el 10.2%. La
identificacion de las especies a través de este marcador molecular coincidi6 en un 96% con
la clasificacion taxondmica establecida. Solo se observaron incongruencias en el caso del
género Rivulus, donde no se pudo identificar molecularmente a la especie R.
insulaepinorum. Por otra parte, el género Gambusia presentd una mayor diversidad de
especies, al identificarse varios linajes evolutivos significativos. De manera general, el
codigo de barras del ADN constituye una herramienta eficaz para la identificacion de los
peces de agua dulce de Cuba y una via rapida para identificar posibles linajes

independientes que puedan ser motivo de estudios posteriores mas profundos.
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Introduccion
La fauna de Cuba posee caracteristicas intrinsecas, debido a su origen diverso y a la

compleja evolucion paleogeografica del archipiélago que hoy percibimos. Se distingue,
como otras regiones insulares por la existencia de un fuerte endemismo distribuido por todo
el territorio, indicativo de recurrentes y complejos procesos de dispersion y de vicarianza.
Dichos patrones han sido modelados no solamente por factores ecoldgicos histdricos, sino
también por la interaccion del hombre con la naturaleza. Esto tltimo caracterizado en la
mayoria de los casos, por impactos negativos que han conllevado a la extincion de decenas
de especies y a la fragmentacion de sus areas de distribucion. La ictiofauna fluvial cubana,
es un caso interesante pues debido a sus posibilidades, relativamente limitadas para la
dispersion, ha estado sometida tanto a los efectos historicos naturales como a los
antropicos. Datos recientes revelan que existen proporciones alarmantes de especies
naturalizadas en lugares donde nunca antes se habian descrito (Elvira y Almodévar, 2001).
Los efectos de la introduccion de especies de peces exdticos sobre las poblaciones nativas
generalmente son negativos. Estos van desde la alteracion del habitat, introduccion de
enfermedades, exclusion competitiva, depredacion y la hibridacion (Hill, 2002). En todos
los casos el efecto a largo plazo es la erosion de la biodiversidad y del fondo genético de las
especies, comprometiendo el futuro evolutivo de los diferentes linajes.

En Cuba, los estudios sobre especies dulceacuicolas han versado esencialmente sobre
aspectos taxonomicos (Poey 1854; Eigenmann 1903; Rivas 1958; Rivero y Rivas, 1944;
Alayo 1973; Vergara 1992) y acerca de su utilidad como control de vectores que afectan al
hombre (Garcia y Koldenkova 1990; Rodriguez et al., 2004; Menéndez et al., 2007).

La clasificacion taxondmica se ha sustentado en la mayoria de los casos en pocos
caracteres diagnosticos, lo que puede estar influyendo en que se subestime o sobreestime la
verdadera diversidad existente en nuestros acuatorios naturales. En casos como este los
estudios basados en los caracteres moleculares han sido de gran utilidad para la
discriminaciéon de especies, ya sea con el empleo directo de la secuencia de ADN o
indirectamente a través de analisis de proteinas. Recientemente, sobre la base de todo el
conocimiento acumulado en los ultimos decenios de estudios moleculares, Hebert et al.
(2003a), sugirieron que la secuencia de un Unico gen podria ser suficiente para diferenciar,
en cualquier estadio de vida, todas o al menos la mayoria de las especies. Con este

proposito propusieron el gen mitocondrial citocromo oxidasa I (COI) como un sistema

il
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Introduccion

estandarizado para la identificacion de animales. Esta metodologia se conoce como codigo
de barras de ADN, por analogia con el cédigo de barras empleado para identificar a los
productos que son comercializados.
Teniendo en cuenta que la informacién taxondémica que existe acerca de los peces
dulceacuicolas cubanos se sustenta, esencialmente, en un nimero limitado de caracteres
morfoldgicos; la valoracion de otras fuentes de datos, como los marcadores moleculares,
puede aportar datos valiosos sobre la diversidad de los diferentes taxa definidos
actualmente. En este sentido, se propone la siguiente hipdtesis de trabajo:
La metodologia del codigo de barras de ADN permite identificar las especies de peces
dulceacuicolas de Cuba.
Para comprobar la hipotesis antes planteada se propone el siguiente objetivo:

* Emplear secuencias parciales del gen mitocondrial COI como marcador molecular

para estimar niveles de divergencia y caracteres nucleotidicos diagnosticos en el

contexto metodologico propuesto para el cédigo de barras de ADN.

il
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1. Revision Bibliografica

1.1. Cddigo de barras de ADN
La diversidad del planeta esta enfrentando una crisis global debido a la pérdida de especies

cada vez mas acelerada (Bellwood et al. 2004). Los taxénomos han realizado un trabajo
excelente al describir las especies, sin embargo el problemas es que en 250 afios de
desarrollo de esta disciplina solo se han descrito alrededor de un millén y medio, siendo la
estimacion del numero total de al menos 10 millones (Stoeckle, 2003). Una de las causas
fundamentales de este hecho es la disminucion desde hace algliin tiempo del “fondo” de
taxébnomos a nivel mundial, siendo esto una sefial de la necesidad de emplear nuevos
métodos para el reconocimiento rapido de especies (Herbert et al. 2003a).

Al mismo tiempo del decline de la taxonomia tradicional, la biologia molecular ha
mostrado grandes avances, fundamentalmente con el desarrollo de técnicas como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis y Faloona, 1987). Conjuntamente con
ello ha aumentado el nimero de secuencias contenidas en bases de datos online (E;.
GenBank), que son de facil acceso, y por tal motivo han sido empleadas como fuente de
datos para identificar y diferenciar poblaciones y especies (Barber y Boyce, 2006). De esta
manera, constituyen una herramienta complementaria a la taxonomia convencional para el
estudio de la biodiversidad (Ebach y Holdrege, 2005)

Debido a los factores antes mencionados Herbert et al. (2003a) propusieron el llamado
codigo de barras del ADN, que es un método taxondmico estandarizado, basado en el
empleo de secuencias cortas de ADN; cuyo objetivo principal es que cualquier persona, en
cualquier lugar y momento pueda determinar a la especie que pertenece un espécimen
determinado, sin la necesidad de ser especialista del grupo en cuestion; ademas de potenciar
el descubrimiento de nuevas especies (Stoeckle, 2003).

El fundamento basico del cddigo de barras de ADN, no es nuevo, teniendo en cuenta la
larga historia del uso de marcadores moleculares (Ej: aloenzimas, ADNr, ADNmt) con el
mismo propdsito, sin embargo si resulta muy novedoso el aspecto referente a la
estandarizacion del marcador a utilizar (Moritz y Cicero, 2004). Estos autores hacen
referencia ademds a la importancia de tener en cuenta, para el desarrollo correcto de esta

metodologia, un muestreo que abarque todo el rango de distribucion de las especies objeto



Revision Bibliografica

de estudio. Posibilitando con ello que se puedan establecer con claridad los limites de

variacion intraespecifica respecto a los interespecificos.

1.1.1 Principales usos del codigo de barras del ADN
La principal ventaja del codigo de barras del ADN es que permite la identificacion de

especies, aplicando un criterio estandarizado que se sustenta en el empleo de un mismo
marcador molecular y valores de divergencia genética homogéneos para todos los taxa.
Estas caracteristicas ofrecen, sin dudas, grandes ventajas en areas tales como la biologia
de la conservacion, que incluye inventarios de la biodiversidad (Hebert et al., 2003a).

Es posible utilizarse ademas, donde los métodos tradicionales presentan limitaciones, como
por ejemplo, en cualquier estadio de vida (huevos, larvas, juveniles, adultos); en analisis de
contenido estomacal o de excretas (Stoeckle, 2003; Bourlat et al. 2008).

Constituye una herramienta importante en el control de especies invasoras, de plagas.
Actualmente hay una gran cantidad de recursos en funcion de la identificacion de todas las
especies de mosquitos descritas hasta el momento, debido a la enorme cantidad de
enfermedades que son capaces de transmitir, provocando aproximadamente un millon de
muertes cada afio. Se han planteado como meta la secuenciacion de 2800 especies de las
3500 reconocidas (80%), en un periodo de dos anos. (Andénimo, 2007).

Se han realizado estudios que demuestran, la eficacia del método para delimitar especies
cripticas. Hebert et al. (2004a), concluyeron que la mariposa Astraptes fulgerator del
noroeste de Costa Rica no es una sola especie como se pensaba segun sus caracteres
morfoldgicos y ecologicos sino, 10 especies cripticas. Otro ejemplo lo constituyen la
especie Belvosia parasitoid, que realmente esta constituida por grupos de especies cripticas
hospedero-especificas (Smith et al. 2006). Stahls y Savolainen (2008), revelan que Baetis
vernus constituyen un grupo, no una sola especie. Igualmente Lambert et al. (2005)
plantean la posibilidad de emplear esta metodologia para evaluar la biodiversidad, incluso
de especies ya extintas.

Una vez surgida la idea del codigo de barras del ADN se constituyd un consorcio
internacional, Consortium for the Barcote of Life (CBOL), con participantes de museos de
historia natural, herbarios, organizaciones de biodiversidad, etc. El objetivo principal de
esta sociedad es la creacion de una base de datos con el codigo de barras de ADN de todas

las especies identificadas morfologicamente, ademas contendra otras informaciones como
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nombre cientifico, fotografias, nimero de catdlogo, lugar de procedencia y otros datos de
interés (Schindel, 2005). Existen conjuntamente cuatro grandes campafas dedicadas
esencialmente a lepidoteros (All-Leps), peces (Fish-Bol), aves (ABBI) y a organismos

articos de Canada (Canadian Artic).

1.1.2  Principales limitaciones del cédigo de barras:
Hasta el momento existen algunas limitantes que dificultan el uso extendido del codigo de

barras de ADN, como por ejemplo:

* Grupos con poca diversidad en su secuencia de nucleodtidos. Por esta razon, Hebert,
et.al, (2003b) fueron incapaces de identificar caracteres para discriminar un pequefio grupo
de corales y anémonas (phylum Cnidaria).

= Especies de divergencia reciente: En estos casos, los grupos incipientes comparten
haplotipos; sin embargo, en casos como estos donde especies jovenes no se diagnostiquen
es posible llegar a la definicion de la familia y género al cual pertenece la muestra
(Stoeckle, 2003)

= Hibridos: con un solo gen es muy dificil identificar especies hibridas, para ello seria
necesario el empleo de un conjunto de caracteres diagnosticos y el andlisis de multiples
genes independientes de origen mitocondrial y nuclear (Barber y Boyce, 2006).

» Pseudogenes: Las copias inactivas de genes, como el COI, que han sido transferidas al
genoma nuclear, muestran usualmente un gran numero de mutaciones y/o deleciones, que
pueden complicar las identificaciones o definitivamente conducir el analisis a resultados

erroneos (Bensasson et al., 2001; Ballard y Whitlock, 2004).

1.1.3 Polémica actual sobre el codigo de barras de ADN.
A pesar de las ventajas que puede presentar el uso del codigo de barras de ADN en la

aceleracion del proceso de inventariar la biodiversidad, este ha estado sujeto a fuertes
criticas fundamentalmente por la comunidad de tax6énomos. Estos plantean que es
imposible llevar a cabo este proyecto basandose solamente en un fragmento de gen (Vences
et al.,, 2005; De Salle, 2006); contrariamente a esto existen un gran numero de
investigaciones que demuestran la coincidencia entre las especies identificadas por los
métodos taxonomicos tradicionales y por el codigo de barras de ADN (Hebert et.al, 2003b;

Hebert et.al, 2004b; Ward, et.al, 2005). Conjuntamente con esto coexiste otro grupo de
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detractores que hacen énfasis en el inconveniente de establecer relaciones filogenéticas
confiables con un solo gen como marcador. Brower (2006) refuta lo planteado por Hebert,
et al. (2004a) en Astraptes (Lepidoptera). Es cierto que no es posible establecer relaciones
con un solo gen pero este no es el objetivo del cédigo de barras de ADN. En este sentido
Hajibabaei et al. (2006a), concluye en un analisis con primates que un pequefio segmento
de ADN no contiene informacion suficiente para establecer una filogenia o definir nuevas
especies, sino que proporciona una etiqueta eficiente para asignar especimenes

desconocidos a especies conocidas.

1.2. Marcadores moleculares.
El desarrollo de la biologia molecular ha permitido la utilizacion de la informacion genética

contenida en las macromoléculas (Proteinas y ADN) para estudiar numerosos aspectos de la
historia y relaciones evolutivas de los organismos. La integracion de los datos moleculares
con informacion de la etologia, ecologia, morfologia comparada, sistematica y
paleontologia permite dilucidar aspectos importantes de la historia de las especies (Avise,
1994).

Los caracteres moleculares constituyen otro de los caracteres taxonémicos cuyo estudio
permite establecer precisamente relaciones entre organismos de igual o diferente categoria
taxonomica. Entre las ventajas mas importantes que presentan los caracteres moleculares
podemos citar (Graur y Li, 2000):

-Son caracteres transmitidos genéticamente.

-Muchos genes son ubicuos y permiten estudiar las relaciones entre todas las formas de
vida.

-Constituyen una fuente “ilimitada” de caracteres.

-Permiten realizar comparaciones a cualquier nivel de diferenciacion genética.

- Su valor en los estudios comparativos es el mismo indistintamente del estadio de
desarrollo de que se trate.

- Constituyen una fuente de datos alternativa cuando la ausencia de caracteres morfoldgicos

o las homoplasias conducen a resultados controversiales.
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1.2.1 ADN mitocondrial
Todos los eucariontes, con unas pocas excepciones, presentan en sus células gran cantidad

de mitocondrias que funcionan como transductoras de energia, que poseen un genoma
propio y que son sede de procesos de sintesis que garantizan su integridad y la de los
complejos enzimaticos que participan en la fosforilacion oxidativa y en la cadena de
transporte electronico (Avise et al., 1987).

La molécula de ADNmt animal es circular, de doble cadena, covalentemente cerrada,
excepcionalmente compacta con pocas 0 ninguna region intergénica y carece de intrones.
Su talla varia desde aproximadamente 14 Kpb en el nematodo Caenorhabditis elegans
(Okimoto et al., 1992) hasta los 42 Kpb en el molusco Placopecten magellanicus (La
Roche et al., 1990). En la mayoria de los taxa, el ADNmt contiene los genes para las
subunidades 12S y 16S del ARN ribosomal, 22 genes de ARN de transferencia y para 13
genes de las proteinas: citocromo b, las subunidades I, II y III del complejo citocromo
oxidasa, las subunidades 6 y8 del complejo ATPasa y las subunidades 1-6 y 4L del
complejo NADH deshidrogenasa de la cadena respiratoria. Ademas tiene una region
reguladora o de control de los procesos de replicacion y transcripcion. Debido a estas
caracteristicas las mitocondrias presentan su propio sistema de replicacion, transcripcion,
procesamiento de ARN mensajeros y traduccion de proteinas (Wolstenholme, 1992; Boore,
1999).

El ADNmt presenta algunas caracteristicas que hacen que esta molécula haya sido muy
utilizada tanto en estudios filogenéticos como poblacionales (Avise et al., 1987):

» Herencia materna: los linajes matrilineales pueden ser seguidos a lo largo del tiempo

= Ausencia de recombinacion: los linajes son unitarios, no hay mezcla de historias
diferentes

* Homoplasmia: un solo tipo de molécula por organismo

» Tamaio efectivo pequeno: efecto mas rapido de la deriva genética

* En muchos casos la evolucion de la secuencia es relativamente rapida (en plantas no
ocurre ast).

Ademas de estas particularidades existen 4 razones fundamentales que hacen al genoma

mitocondrial apropiado para la identificacion de especies (Stoeckle et al., 2005):
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= Numero de copias: Generalmente por cada célula existen dos copias del ADN nuclear,
sin embargo hay de 100 a 10,000 genomas mitocondriales. Es mdas exitoso recuperar el
ADNmt de muestras pequenas o degradadas.

» Gran diferenciacion entre especies: Generalmente la diferenciacion entre especies
animales relativamente cercanas es como promedio de 5 a 10 veces mayor en genes
mitocondriales que en nucleares.

» Poca diferenciacion intraespecifica: Esto puede ser un reflejo de la pérdida rapida de
polimorfismo ancestral debido a la herencia materna o a un barrido selectivo (selective
sweeps).

= Ausencia de intrones: En animales los genes mitocondriales en muy pocas ocasiones
tienen intrones, por lo que la amplificacion de estos genes es usualmente mas simple que

los genes nucleares.

1.2.2 Lasecuencia del gen citocromo oxidasa | (COI) como cédigo de
barras

Para que una region sea practica como cddigo de barras de ADN debe cumplir con tres
caracteristicas esenciales (Kress y Erickson, 2008):
I. Contener una variabilidad y divergencia genética significativa al nivel de especie.
I. Poseer sitios flanqueantes conservados de manera tal que permita el desarrollo de
oligonucleotidos universales.
III. Tener un tamano de secuencia relativamente corto de forma tal que sea facil su
extraccion y amplificacion.
El fragmento del gen mitocondrial que codifica para la proteina citocromo oxidasa I (COI)
(650pb) fue el primero empleado como cddigo de barras, y con gran aceptacion en la
comunidad cientifica (Hebert et al., 2003 a,b; Hajibabaei et al., 2006b; Triantafyllidis et al.,
2007; Ward et al., 2008). Las pruebas hechas hasta el momento en diferentes grupos
demuestran que el fragmento de COI, puede ser util y suficiente para proveer un codigo de
cuatro letras e innumerables combinaciones para lograr la identificacion de
aproximadamente un 99% de las especies.
Se han propuesto otros genes como por ejemplo 16S para anfibios. Esto se debe a que se
han presentado dificultades con las amplificaciones del gen COI, posiblemente por la

presencia de mutaciones en la regiéon de unién de los oligonucleotidos. Sin embargo,
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Vences et al., (2005) lo proponen como complementario. Algunos autores como Moura et
al. (2008), también han usado el 16S para delimitar especies cripticas en cnidarios. Otros
genes propuestos son el gen mitocondrial citocromo b, las subunidades pequefia y grande
del ARN ribosomal nuclear (nSSU y 18S), los nucleares ITS, matK y trnH-psbA, siendo los
dos tultimos empleados fundamentalmente en plantas, donde el genoma mitocondrial es
muy poco variable (Blaxter et al., 2005; Bhadury et al., 2006; Lemera et al., 2007,
Newmaster et al., 2007; Summerbell et al., 2007).

1.3. Caracteristicas generales y distribucion de los peces dulceacuicolas de
Cuba.

La fauna cubana incluye 57 especies de peces de agua dulce, 23 de ellas endémicas. La
mayoria de estos peces poseen una amplia tolerancia a los cambios de temperatura,
salinidad y composicion del agua, de ahi que se les denomine euribionticos, lo que les
permite no vivir de forma estricta en agua dulce. Actualmente algunas de estas especies
estan amenazadas por la contaminacion y la introduccion de peces foraneos, lo que ha
hecho declinar sus poblaciones, de tal modo que en algunas localidades donde en el pasado
fueron abundantes, hoy en dia ya no existen. (Vergara, 1992; Vales et al., 1998). Por otro
lado, los estudios de poblaciones y comunidades en los ecosistemas naturales son muy
escasos y no se conoce el estado de conservacion de la mayoria de las especies en la
actualidad.

La ictiofauna fluvial cubana presenta algunas caracteristicas, que deben ser mencionadas
para una mejor comprension de estos peces:

= Por su origen filogenético, gran parte de peces dulceacuicolas de Cuba tienen una
relacion mas estrecha con los peces presentes en América Central y en un numero reducido
de taxones (Anguilla y Lucifuga) no tienen un origen centroamericano. Debe recordarse,
segun la teoria del origen continental de nuestra fauna, que Cuba pudo recibir migraciones
desde el norte y Centroamérica en mayor cantidad, mayor frecuencia y con mayor
diversificacion que el resto de las Antillas (Vergara, 1980).

* El mayor nimero de especies endémicas de las Antillas se encuentra entre Cuba y la
Espaiola, y es precisamente en estos paises donde existe mayor diversidad de habitats

acuaticos. La alta tasa de endémicos puede ser atribuida no solo a la naturaleza insular, sino
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también a la complejidad topografica local y a la historia geologica (Burgess y Franz,
1989).

= Aunque los peces dulceacuicolas cubanos son de distinta edad absoluta, se considera su
origen en el Oligoceno Superior; constituyen, por tanto, una ictiofauna de reciente
formacion. Sin embargo, muestra patrones claros de distribucion y de segregacion espacial
entre especies simpaticas que sugieren mecanismos adaptativos bien establecidos
(Rodriguez, 2007).

* La mayoria de los peces son carnivoros u omnivoros, con un predominio de la dieta
carnivora. Sin embargo, se pueden sefialar casos como el de Limia, género monoespecifico,
cuya especie L. vittata muestra una alimentacion fundamentalmente limnivora. Por otra
parte, Girardinus metallicus aunque no come exclusivamente algas, esta especializado en
raspar material vegetal de las rocas y plantas acudticas, sobre todo cuando convive con
otras especies pequeiias (Rodriguez, 2007).

= Atendiendo a la estratificacion que presenta la ictiofauna cubana, todo parece indicar que
el nimero de géneros y especies presentes en nuestras aguas interiores se incrementd con la
llegada de la familia Poeciliidae. Es evidente que los miembros de esta familia ejercen una
fuerte presion competitiva contra las especies representantes de la Familia
Cyprinodontidae, que son desplazadas hacia la periferia geografica (agua salobre de la
desembocadura de los rios), exceptuando a las especies del género Rivulus, altamente
especializadas. Todo esto se debe a que la familia Poeciliidae, se encuentra mas
diversificada, es de origen mas reciente y posee un potencial reproductor mas eficiente
(ovoviviparo o viviparo) (Vergara, 1980).

* A lo largo de toda la isla de Cuba se encuentran representantes de la ictiofauna
dulceacuicola, siendo la region Occidental la de mayor diversidad (o al menos la mejor
estudiada). Ademds en Cuba existen especies endémicas locales y regionales (Vergara,
1980).

= Todas las especies que forman la ictiofauna fluvial cubana son altamente tolerantes a los

cambios de salinidad (Myers, 1938; Vergara, 1980).
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1.3.1 Caracteristicas generales en Cuba, de las familias estudiadas.
Nuestro pais, como se menciono anteriormente, presenta una elevada diversidad y un alto

nivel de endemismo. Las especies endémicas de peces dulceacuicolas en Cuba se
encuentran agrupadas en las familias Atherinidae, Bythitidae, Cichlidae, Fundulidae,
Lepisosteidae, Poeciliidae y Rivulidae.

La familia Bythitidae es considerada un grupo monofilético, el cual estd subdividido en dos
subfamilias: Bythitinae y Bromosphycinae. Ademas esta compuesta por 32 géneros y 96
especies. Los miembros de esta familia pueden vivir en aguas desde totalmente dulce hasta
marinas. Son especies viviparas, con fecundacidon interna, los machos presentan un
apéndice genital externo que le sirve de drgano intromitente. Esta estructura ha sido muy
util para la definicion de muchos géneros (Nielsen et. al., 1999).

Cichlidae esta representada en Cuba con dos especies, que por la talla que logran alcanzar,
podrian utilizarse para la cria intensiva con fines alimentarios (Alayo, 1974; Vales et al.,
1998). Una de ellas es la conocida Biajaca (Nandopsis tetracanthus) y la otra se le conoce
en el oriente del pais como Joturo (Nandopsis ramsdeni). Independientemente de la
distribucion que presenten, estas especies no suelen ser muy abundantes en los lugares
donde habitan.

La familia Poeciliidae, de forma original, en el Caribe estd compuesta por 46 especies
agrupadas en cinco géneros, es la que reune a la mayor parte de los peces dulceacuicolas
del area del Caribe (Burgess y Franz, 1989) y es sin lugar a dudas, la que se encuentra mas
representada en todo nuestro territorio nacional con cuatro géneros (Poey, 1854; Rivas,
1958; Alayo, 1974). Muchas de las especies habitan en agua dulce pero presentan amplia
tolerancia a los cambios de salinidad, razén por la cual se les puede encontrar ademas en
aguas salobres e incluso cerca de aguas costeras marinas y en lagunas de agua salada. La
familia incluye algunos de los mas diminutos y polimorficos vertebrados vivientes
(Bussing, 2002). Con frecuencia muchas especies son utilizadas por el hombre en el control
de insectos transmisores de enfermedades (Garcia y Koldenkova, 1990). Se aprecia en esta
familia un evidente dimorfismo sexual en los adultos. La aleta anal en el macho estd
modificada a modo de o¢rgano intromitente conformando una estructura alargada
denominada gonopodio. La formacion de éste implica la transformacion de los rayos tres al

cinco de la aleta anal, asi como modificacion de todo el soporte interno de la misma
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(Rodriguez, 1997). Este representa el elemento conductor de esperma que permite la
fecundacion interna de la hembra y constituye una estructura fundamental para la
clasificacion sistematica del grupo (Rivero y Rivas 1944; Rivas y Myers, 1950; Barus et
al., 1981; Franz y Burgess, 1983; Barus y Libosvarsky, 1987; Bussing, 2002).La mayoria
de los representantes de esta familia son viviparos con un periodo de gestacion que varia en
las distintas especies entre cuatro y seis semanas (Damas, 1999). Los géneros mejor
representados en Cuba son Girardinus y Gambusia (Rivas, 1944).

Lepisosteidae, es una familia que estd constituida por dos géneros (Lepisosteus y
Atractosteus), que se piensa que datan del Paleozoico, o sea de hace 180 millones de afios.
Su coraza de escamas ganoideas rombicas, su cola heterocerca modificada, el hocico y
mandibulas prolongadas, su cuerpo alargado y cilindrico con aletas dorsal y anal en
posicion posterior y la capacidad de respirar aire atmosférico son algunas de las
caracteristicas que presentan estos peces. Los lepisosteidos habitan rios y canales con aguas
tranquilas, ademas de lagunas temporales y lagos. Algunas especies entran en aguas
salobres y a veces se encuentran en aguas costeras. Pueden alcanzar grandes tamafios,
algunas especies llegan hasta tres metros de longitud (Suttkus, 1963; Bussing, 2002)

Otras familias representadas en Cuba son Rivulidae, Fundulidae y Atherinidae, las que se
encuentran incluidas todas, al igual que Poeciliidae, dentro del orden Cyprinodontiformes.
Aqui estan agrupados aquellos peces que tienen una estrategia reproductiva diferente a los
poecilidos. En este caso no existe copula ni viviparidad; sino que todas estas especies
presentan fecundacion externa y son oviparas. Los peces que forman parte de estas familias
se les encuentra asociados a cuerpos de agua dulce, sin embargo, algunas especies también
presentan gran plasticidad, soportando notables variaciones de salinidad y temperatura en el
medio donde habitan (Alayo, 1974). Se caracterizan por su tamafio pequefio (2 a 11cm de
longitud) y por tener un cuerpo cilindrico con la cabeza algo achatada dorsalmente. Su
alimentacion se compone basicamente de algas, insectos y de otros pequenos invertebrados.
Las diferencias sexuales en estos peces son mas evidentes en los patrones de coloracion de
ambos sexos, siendo el macho de manera general, mucho més colorido que la hembra
(Rivero, 1951). Estos peces son oviparos, pudiendo subsistir, en el caso de Rivulus y

Cubanichtys, en reservorios de agua temporales gracias a la capacidad que tienen sus
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huevos de soportar periodos de desecacion, de modo que aunque mueran los adultos, las

poblaciones se reestablecen al llegar las lluvias (Koldenkova y Garcia, 1987).

1.3.2 Distribucidn de las especies en estudio.
La familia Poeciliidae, como se ha mencionado anteriormente, es la de mayor diversidad y

la mas distribuida en el pais. Gambusia puncticulata es la especie de esta familia mas
abundante, encontrandose practicamente a lo largo de toda la isla (Rauchenberger, 1989),
ademas de estar reportada para Jamaica y en Islas Caiman (Lucinda, 2003). Relacionadas
con esta, han sido descritas otras especies o subespecies que pueden constituir endémicos
locales ((Rosen y Bailey 1963; Rauchenberger 1989). Gambusia punctata es endémica de
Cuba e igualmente muestra una amplia distribucion por toda la isla (Lee et al., 1983). Sin
embargo, Gambusia rhizophorae presenta una distribuciéon mas restringida en el Norte de
las provincias habaneras y en el sureste de la Florida (Robin y Ray, 1986). Esta especie es
reconocida solo de localidades costeras, en particular desembocaduras de rios, donde las
salinidades son elevadas. En el caso del género Girardinus, su distribucion aunque amplia,
muestra una fragmentacion mas importante en los rangos de distribucion de las diferentes
especies que lo constituyen. Girardinus creolus que es endémico de la region Occidental de
Cuba, especificamente se encuentra en algunas localidades del sur de la Sierra de los
Organos, en Pinar del Rio, igualmente sucede con Girardinus cubensis y Girardinus
uninotatuss, aunque esta tltima también aparece en localidades de la cuenca norte (Lee et
al., 1983). Girardinus falcatus es mas abundante en la region Occidental incluyendo la Isla
de la Juventud, aunque también se le puede encontrar en el centro del pais. Girardinus
microdactylus se distribuye en algunas localidades de Pinar del Rio y en la Isla de la
Juventud. Por su parte, Giradinus denticulatus, es tipica de la region Central y aparece
también en algunos rios de la region Oriental. Finalmente, Girardinus metallicus es la
especie del género que se distribuye a través de todo el pais, aunque no se ha encontrado en
la region de Camagiiey (Lee et al., 1983). La especie Quintana atrizona, unica
representante de este género, endémica y considerada como grupo hermano de
Girardinus, se localiza en solo algunos rios de la Isla de la Juventud (Lee et al., 1983).
Limia vittata es la unica representante, y endémica, del género en Cuba, se encuentra
distribuida por todo el pais. De la familia Cyprinodontidaes, Cubanichthys cubensis, es

endémica de Cuba y se distribuye hacia el oeste del pais y en la Isla de la Juventud, y
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Cyprinodon variegatus se encuentra distribuida desde Norte América hasta Venezuela,
incluyendo las Antillas (Page y Burr, 1991). La familia Rivulidae cuenta con dos
representantes en Cuba. Rivulus cylindraceus, es la de mayor rango de distribucion, pues
parece estar distribuida por toda Cuba (Lee et al., 1983). Por el contrario, Rivulus
insulaepinorum, es endémica de la Isla de la Juventud (de la Cruz y Dubitsky, 1976). En
una situacion similar aparecen las dos especies endémicas de la familia Cichlidae,
Nandopsis tetracanthus y Nandopsis ramsdeni. La primera es pancubana mientras que la
segunda solo se encuentra en los rios Guaso y Yateras en el Oriente cubano. En la familia
Bythitidae, Lucifuga dentata y Lucifuga subterranea son las que muestran un rango mas
amplio de distribucion. L. dentata habita las aguas freaticas de las cavernas del sistema
carsico centro-occidental, desde Matanzas hasta la Peninsula de Guanahacabibes, mientras
que L. subterranea comparte con la anterior localidades de La Habana (Garcia-Debras et.
al., 1999). El tnico miembro representado de la familia Lepisosteidae, Atractosteus
tristoechus, se encuentra en la Ciénaga de Zapata, Matanzas y en la Isla de la Juventud (Lee
et al., 1983). Finalmente, de la familia Atherinidae, Alepidomus evermanni, se localiza en

el oeste de Cuba.
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2. Materiales y Métodos
2.1. Clasificacion taxonomica

En el Anexo 1 se muestra la clasificacion taxondmica de las especies en estudio. En el caso
de Cyprinodon los ejemplares colectados se identificaron como pertenecientes a la especie
Cyprinodon variegatus. Se hace esta salvedad debido a que Echelle et al. (2005) plantea la
posibilidad de que en Cuba existan dos nuevas especies del complejo Cyprinodon
variegatus.

Fueron designados como Gambusia sp los individuos de Cayo Coco que comparten algunos
caracteres morfologicos y de habitat (agua salada) con Gambusia rhizophorae, pero
muestran diferencias en algunas proporciones y en la forma general del cuerpo. Igualmente,
se asign6 a G. rhizophorae un ejemplar capturado en Rio Yara, que constituiria, de
verificarse, el primer reporte de esta especie para el este cubano y para un ambiente

completamente de agua dulce.

2.2. Material bioldgico
Para este estudio fueron colectados ejemplares hembras y machos de 24 especies

pertenecientes a 11 géneros de peces dulceacuicolas cubanos. Todos los individuos fueron
capturados con jamos o trasmallos en acuatorios de diferentes regiones del pais, tratando de
abarcar un amplio rango de la distribucion conocida de cada especie (Figura 1 y Anexo2).
Los ejemplares capturados fueron conservados vivos hasta su arribo al laboratorio o
directamente conservados en etanol al 90%. En todos los casos se tomaron fotos y se
identificaron las especies sobre la base de los caracteres morfoldgicos propuestos por las
descripciones originales. A cada animal se le asign6é un numero de catadlogo de la coleccion
de peces del Museo de Historia Natural Felipe Poey (Anexo 2).Ademas se incluyeron 10
secuencias procedentes de la base de datos del Genebank, con el objetivo de usarlas como
material comparativo y de validacion en algunos casos. Las secuencias incluidas fueron de
Gambusia affinis (Ne de acceso NC004388), Nandopsis tetracanthus (Ne de acceso
DQ119212), Nandopsis ramsdeni (Ne de acceso DQ119211), Nandopsis haitiensis (Ne de
acceso DQ119213), Nandopsis managuensis (Ne de acceso DQ119203), Cubanichtys
pengelleyi (Ne de acceso AY356593), Kryptolebias marmoratus (Ne de acceso AF283503),
Atractosteus spatula (Ne de acceso NC 008131), Lepisosteus oculatus (Ne de acceso NC
004744) y Lepisosteus osseus (Ne de acceso NC 008104).

13
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2.3. Analisis del gen mitocondrial citocromo oxidasa | (COl)
2.3.1 Obtencion del ADN total.
Se tom6 un fragmento de musculo de cada uno de los individuos. EI ADN total se obtuvo
siguiendo el protocolo de extraccion de QIAGEN: para ello se tomaron aproximadamente
25mg de tejido de musculo fijados en etanol, el cual se seco con papel de filtrado para
eliminar el exceso de etanol y se fragmento para facilitar la digestion. Se afiadieron 180 pL
de tampon ATL y 20 pL de proteasa K, y seguido de un breve mezclado con vortex se
incubd a 55 °C hasta que el tejido estuvo completamente digerido. Posteriormente se
mezcld con vortex por 15seg y se anadieron 200 uL. de tampon AL y 200 pL de etanol (96-
100%), seguido nuevamente de agitacion. Se paso toda la mezcla anterior a una columna
colocada en un tubo colector de 2mL y se centrifugd a 11000g por 1min, luego se desechd
el tubo colector y la columna se colocd en un nuevo tubo colector, seguidamente se afiadio
500 pL de tampon AW1 y se centrifugd a 11000g por 1min, se eliminé el tubo colector y
la columna se ubico en uno nuevo, se anadié 500 pL de tampon AW2 y se centrifugo6 a
12000g durante 3min, se desech¢ el tubo colector una vez mas y la columna se puso en un
tubo de 1,5mL 6 2mL, se afiadieron 100 pL de tampon AE directamente en la membrana, se
incubd a temperatura ambiente por 1min y luego se centrifugd a 11000g durante 1min para

colectar el ADN diluido.

2.3.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y secuenciacion.

Se amplificd un fragmento de 650pb de la region 5°del gen mitocondrial citocromo oxidasa
I (COI), para ello los oligonucleotidos utilizados fueron:

Fish COIf: 5 AAYCAYAAAGAYGGYACCCT; Fish COIr: 5> CTTCNGGRTGNCCRAA
GAAYCA

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa se llevo a cabo de la manera siguiente:

Para 50uL de volumen final, se tomo6 1uL de la solucion de ADN total, 1/10 del volumen
final de reaccion de tampon de amplificacion 10X (Promega), 200uM de dNTPs, 200uM de
de cada uno de los oligonucleotidos, 1.5mM de MgCL, y una unidad de GoTaq polimerasa
(Promega).

El programa utilizado fue el siguiente: un primer paso de desnaturalizacién a 94 C durante

5min, luego 34 ciclos con desnaturalizacion a 94'C durante 45seg, hibridacion de los
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cebadores a las cadenas molde a 48'C por 45seg, extension de las cadenas a 72'C por 1min
y 30 seg y un paso final de extension a 72°C durante 10min.

Los productos del PCR fueron purificados mediante el protocolo de NucleoSpin Extract 11
(Macherey-Nagel): primeramente se mezcld un volumen de muestra con dos volimenes de
tampon NT, luego se paséd la mezcla anterior a una columna colocada en un tubo colector
de 2mL y se centrifugd a 11000g por 1min. A continuacion se desechd el tubo colector y la
columna se colocd en un nuevo tubo colector. Posteriormente se afiadieron 600uL de
tampon NT3, se centrifugd a 11000g por 1min, y se desecho el tubo colector y la columna
se puso en un nuevo tubo colector. Luego, se centrifugd por 2min a 11000g con el objetivo
de remover el tampén NT3. Por tltimo se ubico en un tubo de 1,5mL y se afiadieron 15-50
pL del tampon NE, se incubd a temperatura ambiente por lmin y posteriormente se
centrifugd a 11000g por 1min.

Las secuencias se obtuvieron con un Kit de secuenciacion ciclica BigDye terminador
sequencing ready reacction V.3 (Applied Biosystems), en un secuenciador automatico,
empleando los cebadores descritos anteriormente. El programa de amplificacion de las
secuencias fue el siguiente: 24 ciclos con 30seg de desnaturalizacién a 96°C, 60seg de

hibridacion a 48'C y extension de las cadenas por 4min a 60 C.

2.4. Analisis de las secuencias
Las secuencias obtenidas fueron alineadas utilizando el programa BioEdit 5.0.9 (Hall,

1999).

Con el programa MEGA 3.1 (Kumar et al., 2004), se calculd la distancia Kimura 2
parametros (K2P) (Kimura, 1980) que permite corregir los sesgos en la proporcién de

cambios transversionales y transicionales, cuya formula es
K2P: D= -1/2In (1-2P-Q)-1/41n (1-2Q)
siendo, P: frecuencia total de pares de transiciones.
Q: frecuencia total de pares de transversiones.

Los errores estandares de las distancias calculadas fueron estimados mediante bootstrap

(1000 réplicas) (Felsenstein, 1981).
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Se construy6 un arbol por el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987), utilizando
las distancias K2P (Kimura, 1980). Con el objetivo de proveer una representacion grafica
de la divergencia entre las especies. Aunque el nimero de caracteres taxondmicos es
limitado para establecer relaciones entre grupos de divergencia evolutiva lejana, se estimé

la robustez de los nodos a nivel intragenérico mediante 1000 réplicas de bootstrap.

Se realiz6 el Anélisis de Agregacion Poblacional (PAA) (Davis y Nixon, 1992) en tres de
los géneros en estudio: Gambusia, Girardinus y Rivulus, para ello se tuvo en cuenta los

sitios nucleotidicos polimoérficos en cada uno de estos géneros.
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® Gambusia punctata

m Gambusia puncticulata
A Gambusia rhizophorae
{xGambusia sp

“rQuintana atrizona

m Girardinus creolus
= Gjrardinus denticulatus

= Girardinus falcatus

@ Girardinus metallicus
Girardinus microdactylus

& Girardinus uninotatus

e Limia vittata

Figura 1. Sitios de muestreo de las especies en estudio. A) Especies de los géneros Gambusia y
Quintana. B) Especies de los géneros Girardinus y Limia. C) Especies de los géneros Atractosteus,
Cubanichtys, Cyprinodon y Rivulus. D) Especies de los géneros Alepidomus, Lucifuga y Nandopsis.
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== Atractosteus tristoechus
. Cubanichtys cubensis

0 Cyprinodon variegatus
+Rivulus cylindraceus

I Rivulus insulaepinorum

¥ Alepidomus evermanni

© Lucifuga dentata
= [ ucifuga n. sp

® Lucifuga subterranea
< Nandopsis ramsdeni
¥ Nandopsis tetracanthus

Figura 1 (continuacion).
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3. Resultados

Las 24 especies en estudio, distribuidas en 11 géneros y siete familias, fueron amplificadas
con total éxito con los oligonucledtidos disefiados para este trabajo, obteniéndose 96
secuencias nucleotidicas del gen COI. Esto representa un 69.6% de la ictiofauna
dulceacuicola endémica de Cuba. Ademds fueron incluidas 10 secuencias de especies
cubanas o afines, las cuales fueron tomadas de GeneBank.

Las secuencias del gen COI obtenidas tuvieron una longitud de 652pb y como en la
mayoria de los estudios realizados, no se observaron diferencias de longitud para ninguno
de los taxa analizados. En este estudio las secuencias comienzan en el nucleétido 6452 con
respecto a la secuencia de la carpa (Cyprinus carpio) (Chang et al., 1994) y corresponden a

la region 5° del gen.

3.1. Identificacion de las especies sobre la base de estimados de
divergencia.

Las comparaciones entre las secuencias, utilizando la distancia Kimura 2 parametros (K2P)
y tomando al criterio de un 3% de divergencia evolutiva para distinguir las especies
hermanas entre si (Hebert et al., 2003a), coincidié en un 96% con la identificacion de las
unidades taxonomicas reconocidas actualmente e incluidas en este trabajo.

La media de la distancia K2P de individuos coespecificos fue de 0.96% comparada con un
10.18% para especies congenéricas; de ahi que la diferencia entre especies de un mismo
género fue 10.6 veces superior a lo encontrado entre individuos pertenecientes a una misma
especie. No obstante, existe cierto grado de solapamiento de los valores de distancias,
debido a que el rango de distribucion de las distancias K2P intraespecifica oscilo entre 0 y
3.3% y el intragenérico entre 1.6 y 18.13%. Este resultado se debe a que se encontraron
valores elevados de divergencia entre algunos individuos coespecificos y valores
relativamente pequefios entre especies hermanas de un mismo género. Este aspecto sera
retomado mas adelante.

En el arbol construido por el método Neighbor-Joining (NJ) de manera general se observo

que los géneros y especies en estudio se agruparon seguin su definicion a priori (Figura 2).

3.1.1 Génerosy especies identificadas de manera inequivoca
De las dos especies del género Nandopsis en estudio Nandopsis tetracanthus fue la mas

variable, presentando valores de distancia intraespecifica entre 0 y 0.4%, Esta es la especie
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mas distribuida, encontrandose en todo el pais, e incluso, fue observada por primera vez en
este trabajo en ambiente salobre, en una localidad de la cayeria Jardines del Rey. Por el
contrario, Nandopsis ramsdeni, que es un endémico local, no mostrd variacion entre las
secuencias analizadas. A nivel interespecifico, estas dos especies cubanas mostraron un
menor nivel de divergencia en el COI (3.6 + 0.8%), respecto a lo observado en las
comparaciones con las especies foraneas incluidas en el analisis, Nandopsis haitiensis y

Nandopsis managuensis, cuyos valores oscilan entre 11.1 y 14.7% (Tabla 1; Figura 2)

Tabla 1. Distancias genéticas entre las especies en estudio del género Nandopsis, estimadas
por K2P (Kimura, 1980). Debajo de la diagonal, en negrita, se muestran los valores de
distancias y encima los errores estandares de las mismas

N. tetracanthus  N. ramsdeni N. haitiensis  N. managuensis
N. tetracanthus 0.008 0.015 0.017
N. ramsdeni 0.036 0.016 0.018
N. haitiensis 0.111 0.121 0.017
N. managuensis 0.139 0.147 0.138

Del género Lucifuga no se incluyeron en el estudio las especies Lucifuga simile y Lucifuga
teresinarum. En el primer caso no se conté con material adecuado para las amplificaciones
y en el segundo la especie se encuentra actualmente bajo revision. Los mayores valores de
diferenciacion intraespecifica, se encontraron en Lucifuga dentata que oscilan entre 0.15 y
0.46%. A nivel interespecifico la menor divergencia se presenta entre Lucifuga subterranea
y Lucifuga n.sp. (Garcia-Machado et al., en preparacion) (10.8 = 1.4%), siendo los valores
entre L. dentata - L. subterranea y L. dentata - Lucifuga n.sp ligeramente superiores
(11.1% y 11.5%, respectivamente) (Tabla 2; Figura 2).

Tabla 2. Distancias genéticas entre las especies en estudio del género Lucifuga, estimadas
por K2P (Kimura, 1980). Debajo de la diagonal, en negrita, se muestran los valores de
distancias y encima, los errores estandares de las mismas.

L. dentata Lucifugansp L. subterranea

L. dentata 0.014 0.014
Lucifuga n.sp. 0.111 0.014
L. subterranea 0.115 0.108
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Girardinus es el género de los estudiados que presenta mayor nimero de especies descritas
hasta la fecha (siete). De ellas fueron estudiadas seis, resultando en todos los casos
congruentes la clasificacion basada en los caracteres morfoldgicos, con respecto a los datos
moleculares. Las secuencias de G. creolus, procedentes de una unica localidad, fueron
idénticas, mientras que la de mayor divergencia intraespecifica la mostro G. denticulatus,
con 2.3 £ 0.4 %. La divergencia entre las especies del género se extendié desde un 4.2 + 0.8
% encontrado entre G. falcatus y G. uninotatus hasta 14.6 + 1.7 % entre G. falcatus y G.
denticulatus (Tabla 3; Figura 2).

De cuatro géneros, que solo presentan una especie representada en Cuba, o son
monoespecificos, se obtuvieron los valores de divergencia intraespecifica, mientras que
para un quinto, se realizaron comparaciones intragenéricas e intergenéricas empleando las
secuencias informadas en GeneBank. Entran en el primer caso, Alepidomus evermanni con
0.42 £ 0.19 %, Limia vittata, 0.91 = 0.25 %, Quintana atrizona 0% (en este caso
procedente de una tnica localidad en Isla de la Juventud) y Cyprinodon variegatus con
1.46 + 0.53 %. En el segundo caso se encuentra Atractosteus tristoechus que diverge de
Atractosteus spatula por solo 1.6 + 0.4 %, no obstante se pudo observar que la divergencia
entre Lepisosteus oculatus y Lepisosteus osseus, pertenecientes también a la familia
Lepisosteidae, fue aun mas pequeiia (0.9+ 0.3%). La divergencia intergenérica es de 12.6 +

2.5 %.
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Tabla 3. Distancias genéticas entre las especies en estudio del género Girardinus, estimadas por K2P (Kimura, 1980). Debajo de la
diagonal, en negrita, se muestran los valores de distancias y encima, los errores estdndares de las mismas.

G. metallicus  G. microdactylus G. falcatus G. uninotatus G. denticulatus G. creolus
G. metallicus 0.010 0.014 0.013 0.016 0.012
G. microdactylus 0.067 0.014 0.012 0.016 0.012
G. falcatus 0.113 0.110 0.008 0.017 0.012
G. uninotatus 0.098 0.092 0.042 0.016 0.011
G. denticulatus 0.135 0.137 0.146 0.141 0.014
G. creolus 0.081 0.080 0.081 0.069 0.117
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Figura 2. Arbol construido por el método de Neighbor-Joining, utilizando las distancias de
Kimura dos parametros (Kimura, 1980), para todas las especies analizadas, basado en la
secuencia parcial del gen COI. Los numeros sobre las ramas representan los valores de
robustez de los nodos mayores del 70%, estimados por bootstrap con 1000 réplicas
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3.1.2 Géneros y especies que muestran incongruencias en la
identificacion.
3.1.2.1 Género Gambusia
En el caso de Gambusia fueron analizadas tres especies cubanas reconocidas mas los
individuos clasificados como Gambusia sp y ademas se incluyd una secuencia de la especie
Gambusia affinis procedente del GeneBank. Los menores valores de divergencia genética
se encontraron entre Gambusia punctata - Gambusia rhizophorae (5.0 + 0.8 %) y entre
Gambusia rhizophorae- Gambusia sp (5.1 + 0.8 %). Entre las restantes especies los valores
fueron superiores oscilando entre 6.3 y 12.6% (Tabla 4). A nivel intraespecifico la media de
la distancia genética para G. punctata, fue de 1.0 £ 0.2 % y para G. rhizophorae de 2.1 +
0.3%, sin embargo G. puncticulata mostr6 un valor de divergencia que se encuentra

alrededor del limite del 3% (3.3 = 0.6 %).

Tabla 4. Distancias genéticas entre las especies en estudio del género Gambusia, estimadas
por K2P (Kimura, 1980). Debajo de la diagonal, en negrita, se muestran los valores de
distancias y encima, los errores estandares de las mismas.

G. punctata G. rhizophorae Gambusia sp G. puncticulata G. affinis
G. punctata 0.008 0.010 0.013 0.013
G. rhizophorae 0.050 0.008 0.012 0.013
Gambusia sp 0.063 0.051 0.013 0.014
G. puncticulata 0.112 0.106 0.117 0.014
G. affinis 0.107 0.102 0.116 0.126

El agrupamiento observado en el arbol NJ (Figura 2) muestra que uno de los individuos de
G. rhizophorae, el ejemplar capturado en Rio Yara (Granma) se encuentra en el mismo
clado de los animales nombrados como Gambusia sp, y que G. puncticulata sensu lato
presenta grupos discretos dentro del mismo clado. En este sentido, se realiz6 un
reagrupamiento en subunidades siguiendo el patrén observado y se recalcularon los niveles
de divergencia. Se observéd que el menor valor de divergencia genética fue de 4.8 £0.9 %y
se presenta entre G. punctata - G. rhizophorae (A) (grupo constituido por los individuos 13,
33,48, 52 y 54) y entre G. puncticulata (A) (compuesto por los individuos 8, 49, 50, 78, 88,
93, 59 y 72) y G. puncticulata (B) (formado por los individuos 55 y 42). A pesar de que
este valor de divergencia es el mas pequefio encontrada dentro del género, esta ultima es

elevada a nivel coespecifico, superando el umbral del 3%. Aun mas significativos son los
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valores que se presentan entre G. rhizophorae (A) y G. rhizophorae (B) + Gambusia sp
[este ultimo formado por los individuos 43(G. rhizophorae) y Gambusia sp (57 y 90)] (6.1
+ 1.0 %); G. puncticulata (A) y G. puncticulata (C) (formado este por los ejemplares 75 y
97) (7.3 £ 1.0 %) y entre G. puncticulata (B) y G. puncticulata (C), en ambos casos de 8.1
+ 1.1 % (Tabla 5).

3.1.2.2 Género Rivulus
En el género Rivulus se analizaron las dos especies presentes en Cuba R. cylindraceus y R.

insulaepinorum, entre las cuales se observo un bajo valor de divergencia genética: 1.7 + 0.4
%. Sin embargo, a nivel intraespecifico, R. cylindraceus muestra una distancia genética
muy similar a la que se encuentra a nivel interespecifico para este género, 1.9% + 0.3. Al
analizar el diagrama (Figura 2) se observa que ambas especies no se definen como grupos
monofiléticos reciprocos, en particular, uno de los haplotipos identificados en R.
insulaepinorum es muy similar a los de R. cylindraceus de Matanzas.

Los dos subclados de R. cylindraceus (A) (grupo formado por los individuos identificados
como 2, 3y 47) y (B) (constituido este por los ejemplares 63 y 74), divergen uno del otro
en 2.9 + 0.6 %, valor ligeramente superior al encontrado entre las dos especies segin la
clasificacion taxondmica actual. Entre R. cylindraceus (A) y R. insulaepinorum es de 2.0%

y para R. cylindraceus (B) y R. insulaepinorum la distancia genética es de solo 1.3 = 0.4 %.

3.1.2.3 Género Cubanichtys
Cubanichtys es otro de los géneros con solo una especie en Cuba, C. cubensis, mientras que

existe una segunda especie C. pengelleyi que fue descrita para Jamaica. Se evaluo la
distancia genética entre ambas a partir de una secuencia informada en la base de datos
GeneBank, encontrandose que entre ellas el nivel de divergencia (18.13% =+ 1.88)

sobrepasa todos los observados en este estudio para comparaciones intragenéricas.

25



Tabla 5. Distancias genéticas entre las especies y grupos en estudio del género Gambusia, estimadas por K2P (Kimura, 1980). Debajo
de la diagonal, en negrita, se muestran los valores de distancias y encima, los errores estandares de las mismas.

G.punctata  G.rhizoporae (A) G.rhizophorae(B)+sp G.puncticulata (A) G.puncticulata (B) G.puncticulata (C) G.affinis

G.punctata 0.009 0.010 0.014 0.017 0.009 0.013
G.rhizoporae (A) 0.048 0.010 0.013 0.013 0.016 0.013
G. rhizophorae (B) +

Gambusia sp 0.063 0.061 0.014 0.017 0.017 0.015
G.puncticulata (A) 0.104 0.096 0.108 0.009 0.010 0.015
G.puncticulata (B) 0.124 0.103 0.133 0.048 0.011 0.016
G.puncticulata (C) 0.137 0.139 0.140 0.073 0.081 0.016

G.affinis 0.107 0.099 0.116 0.120 0.127 0.150
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3.2. ldentificacion de las especies sobre la base del analisis de caracteres
nucleotidicos

Se realizdé un andlisis de agregacién poblacional (PAA) (Davis y Nixon 1992) en los
géneros estudiados que presentan una mayor diversidad de especies o que mostraron
incongruencias en el analisis de distancias. Estos son los casos de Girardinus, Gambusia y

Rivulus.

3.2.1 Género Gambusia
Gambusia presentd un total de 129 sitios variables, de ellos, considerando las

designaciones taxonomicas sobre base morfoldgica, cuatro fueron sitios diagnosticos que
identifican a G. punctata, uno a G. rhizophorae y 26 a G. puncticulata, mostrando una
separacion clara de esta tltima especie, respecto a las otras dos. Gambusia sp no presento
ninguin sitio diagndstico. Sin embargo, al hacer un agrupamiento de las secuencias de
acuerdo con los caracteres que comparten, se identificaron tres grupos en G. puncticulata,
los cuales coincidieron con los encontrados en el andlisis de las distancias genéticas (Tabla
6) G. puncticulata (A) cuyos individuos tienen una distribucion geografica mas amplia,
abarca localidades de La Habana, Ciudad de la Habana, Matanzas y Guantanamo, se
diferencia del resto por cinco sitios diagnosticos. G. puncticulata (B) cuyos individuos
corresponden a una localidad de Guanahacabibes y otra de Baracoa (La Habana), se
distinguieron por 17 sitios de los restantes miembros de Gambusia. El tercer grupo G.
puncticulata (C) que se encuentra en Cayo Coco, se identificard por 10 sitios que les son
unicos dentro del género. En el caso de G. rhizophorae se observaron dos grupos que
igualmente concuerdan con los encontrados en el andlisis realizado con las distancias
genéticas. G. rhizophorae (A), cuyos individuos se encuentran distribuidos en las
provincias Habaneras y el haplotipo G. rhizophorae (B) de rio Yara, Granma que es
idéntico al portado por los peces denominados como Gambusia sp. G. rhizophorae (A)
mostrd cinco sitios propios de este grupo y G. rhizophorae (B) + Gambusia sp un total de
11. G. punctata fue la tinica especie del género cuyos individuos muestran unidad (Tabla
0).

Al analizar G. punctata, G. rhizophorae (A) y G. rhizophorae (B) + Gambusia sp sin la

gran variacion aportada por G. puncticulata, debido probablemente al efecto de mutaciones
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recurrentes o de polimorfismo ancestral compartido, se observaron 9, 8 y 14 sitios Unicos,

respectivamente.

3.2.2 Género Rivulus
El género Rivulus mostré solo 23 sitios variables y ninguno de ellos permitié diferenciar a

las dos especies en estudio de este género. Cuando se efectud el andlisis de agregacion
poblacional R. cylindraceus qued6 fragmentado en dos subgrupos, que igualmente
mostraron coincidencia con las entidades evidenciadas en el andlisis de las distancias
genéticas. R. cylindraceus (A), que esta constituido por los individuos, pertenecientes a
localidades de Pinar de Rio y La Habana, y R. cylindraceus (B), que esta representado por
animales, correspondientes a la Ciénaga de Zapata (Matanzas). R. cylindraceus (A)
presentd nueve sitios que lo diferencian del resto y R. cylindraceus (B), solo tres. Sin
embargo, R. insulaepinorum no presento sitios diagndsticos, y de los 23 en analisis, siete
fueron polimoérficos para esta especie. Las secuencias nucleotidicas de los individuos
identificados como R. insulaepinorum comparten nueve sitios con R. cylindraceus (B),

diferenciando a este grupo de R. cylindraceus (A) (Tabla 7).

3.2.3 Género Girardinus
En el caso de Girardinus se observaron 147 sitios variables, de ellos, seis son sitios que

permiten diferenciar a G. creolus del resto de las especies del género, 25 a G. denticulatus,
11 a G. falcatus, 10 a G. metallicus, ocho a G. microdactylus y cinco a G. uninotatus (Tabla
8). Todas las especies clasificadas segin sus caracteristicas morfologicas fueron
identificadas en el andlisis de agregacion poblacional, coincidiendo igualmente con lo

encontrado con la estimacion de las distancias genéticas.
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Tabla 6. Resumen del analisis de agregacion poblacional de las especies en estudio del género Gambusia.
Sitios variables
1 1 1 1 1

Especies 7
1 3
Gambusia punctata C C

Gambusia rhizophorae(A) C

Gambusia puncticulata(A) C

B B R L

Gambusia puncticulata(B) C

BN .

G. rhizophorae (B) + I
Gambusia sp ccc

Gambusia puncticulata(C) A C G T

>
Q

+: Sitios polimorficos; +: Sitios que identifican a un taxon nominal; *: Sitios que identifican a grupos infraespecificos.



Tabla 6 (continuacion).
Sitios variables

1 2 2 2 2 3 3 3
Especies 9 1 4 6 7 9 5 7 8
3 4 8 4 8
Gambusia punctata A

Gambusia rhizophorae (A) A

G. rhizophorae (B) +
Gambusia sp A
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Tabla 6 (continuacion).

Sitios variables
5

Especies

Gambusia punctata

Gambusia rhizophorae (A)

G. rhizophorae (B) +
Gambusia sp

Gambusia puncticulata (A)

Gambusia puncticulata (B)

I B N T B
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-
>
>
o)
>
-
>
)
>
-
>
-
>

Gambusia puncticulata (C)




Tabla 7. Resumen del analisis de agregacion poblacional de las especies en estudio del género Rivulus.

Sitios variables
1 11 22222233333 4 4 55 556
Especies 2 8 990246 69 3345611303356 2
8 403 897582143171 3 26 325
Rivulus cylindraceus(A) (A G G T TTGCTACCT+G+CTCTTCCA
* * k ok ok ok % * *
Rivulus cylindraceus(B) GA+x ATTATCTTTCAAT+CTCTTT
$ $ *$ 8§ 85§ $ $ * $
Rivulus insulaepinorum G+ Gf++ ACCTTT=+=AATC=+TTC=+T
$ $ $'§ §'§ $ $ $

+: Sitios polimorficos; *: Sitios que identifican a grupos infraespecificos; $: Sitios que identifican al conjunto Rivulus cylindraceus(B)
- Rivulus insulaepinorum.



Tabla 8. Resumen del analisis de agregacion poblacional de las especies en estudio del género Girardinus.

Sitios variables

1 101 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2

Especies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 01 3 5 6 6 7 8 9 9 1 1

1 3 2 1 3 5 4 6 3 1 3 9 \ 0 4 3 9 5 4 0 6 1
Girardinus denticulatus + T G A C A T G A G G C G C A A G G + G G +
+ + + \ + + +

|

Girardinus falcatus TCCCACG=TTAATGACGAGTATTGTAAAATGCCCTTACCACCC

+ + +

|

Girardinus uninotatus T T A G C G C G G A A T G C G C G C T A C C C

+ \ +

|

Girardinus creolus C C A T G C T A C C C
|
|

Girardinus microdactylus T T A G T G C G G G A T A C A C G C T A + C C
|
|

Girardinus metallicus T T A G T G C G G G A C G C A T A C T A C C C

+

+: Sitios polimorficos; +: Sitios que identifican a un taxon nominal



Tabla 8 (continuacion).

Sitios variables
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2.2 2 3 3 3 3 3
Especies 2 2 3 4 5 6 6 7 8 9.9 9 0 6 7 8 8
0 9 5 1 6 2 8 4 0 2 \ 8 4 7 6 2
|
Girardinus denticulatus T T + C G C C C C C A + + + A A T
+ +
|
Girardinus falcatus T A AG AAGTA
|
|
Girardinus uninotatus T C A T G C C C T T GG G A G A T
|
|
Girardinus creolus CACTGGTTGCCCCATCCCTAGG GG AAGTAGT
|
Girardinus microdactylus C A A + T
+ |
|
Girardinus metallicus CGTCG=TTGCCCT TCTTTACAACGAATACTC CATC CCAA®=+ AGT
+



Tabla 8 (continuacion).

Sitios variables
3 5 5 5 5 5 5 5
Especies 9 0 1 1 2 3 5 5 6
7 8 2 7 3 8 0 6 2
Girardinus denticulatus C G C C C T + C + G
+
Girardinus falcatus T T C T C C C T C
+
Girardinus uninotatus C T C T T C C T C G
+
Girardinus creolus C G
Girardinus microdactylus C G
Girardinus metallicus C A A G G C C T T C C T C C C G
+




Tabla 8 (continuacion).

Sitios variables

Especies

Girardinus denticulatus

Girardinus falcatus

Girardinus uninotatus

Girardinus creolus

Girardinus microdactylus

Girardinus metallicus




Discusion

4. Discusion

En el presente trabajo se reafirmd la eficacia del codigo de barras de ADN para la
identificacion de especies de peces de agua dulce. En la mayoria de los casos (96%) se
observo coincidencia entre la clasificacion taxondmica actual y esta metodologia
molecular, tomando como punto de andlisis principal el criterio de un 3% de divergencia
evolutiva para distinguir especies hermanas (Hebert et al., 2003a). Igualmente coincidio
con lo planteado por varios autores al considerar de que cada una de estas especies debe
constituir un clado monofilético (Wiemers y Fiedler, 2007; Meyer y Paulay, 2005).

La tasa de mutacidén en la mayoria de los genes puede variar de un taxon a otro (Ayala
1997; Johns y Avise, 1998). Este fendémeno puede influir en el hecho de que exista
solapamiento entre las distancias genéticas intraespecificas e interespecificas, lo que
dificulta el empleo del codigo de barras de ADN para la identificacion de especies
(Stockle, 2003; DeSalle et al., 2005; Smith et al., 2007). Sin embargo, en este estudio se
comprobd que en la mayoria de los géneros, exceptuando Rivulus, la distancia entre
individuos coespecificos es mucho menor que entre especies congenéricas, si se considera
para este andlisis solamente las especies hermanas. El promedio de las distancias
intraespecificas e interespecificas fue de 0.96% y 10.8% respectivamente, valores
ligeramente superiores a los encontrados en peces dulceacuicolas de Canada por Hubert et
al. (2008), que fueron del 0.3% de divergencia entre individuos de la misma especies y
8.3% entre especies del mismo género. Esta diferencia se debid, fundamentalmente, a nivel
intraespecifico, al aporte de G. puncticulata (3.3%) ¢ interespecificamente al elevado valor
de divergencia que presentaron los miembros del género Cubanichtys, C. cubensis y C.
pengelleyi (18.13% + 1.88). Esto tltimo superior a lo encontrado en todos los casos para los
géneros presentes en Cuba y entre especies dulceacuicolas de Grecia (14.9%)
(Triantafyllidis et al., 2007) ¢ igualmente para la media estimada para peces marinos
(9.9%) (Ward et al., 2005). Sin embargo, aunque coincide con el maximo valor encontrado
por Hubert et al. (2008) entre especies de peces de agua dulce (19.33%), se impone realizar

una revision taxonémica del género, en particular la asignacion de C. pengellegy a este.
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4.1. Género Lucifuga
Lucifuga fue uno de los géneros en que la clasificacion taxondmica de las especies basada

en los caracteres morfologicos coincidi6 con la identificada segin el cddigo de barras de
ADN. No obstante es importante destacar los elevados valores de divergencia genética que
presenta Lucifuga n.sp respecto a L. dentata y L. subterranea, 11.1 y 10.8, respectivamente
(Tabla 2). Esto apoya la designacion de este individuo como perteneciente a una nueva
especie para el género, a pesar de que se encuentra en sintopia con L. dentata en la caverna

Pozo azul, en el Municipio Sandino.

4.2. Género Girardinus
El género Girardinus es uno de los que mas ha llamado la atencion de los taxéonomos y

sobre el cual han existido los mayores desacuerdos con respecto a la clasificacion
(Eigenmann 1903; Rivas 1958; Rosen y Bailey 1963). Constituye por otra parte, uno de los
grupos mas biodiversos dentro de los poecilidos cubanos y de la ictiofauna de la isla en
general. En el presente analisis se lograron identificar las especies trabajadas, tanto con el
uso de las distancias, como directamente de los caracteres nucleotidicos. Los valores de
distancias de forma general, oscilaron entre 4.2 y 14.6% (Tabla 3). Estos corresponden con
los observados para otros grupos en comparaciones intragenéricas en peces dulceacuicolas
(Hubert et al. 2008). De forma similar ocurre en las distancias estimadas con el gen cytb
(John y Avise, 1998). Estos argumentos nos llevan a apoyar la propuesta de Rosen y Bailey
(1963) quienes consideraron que las diferencias morfologicas entre las diferentes especies
actualmente agrupadas en el género Girardinus no justifican la existencia de los géneros

Dactylophallus, Toxus, y Glaridichthys.

4.3. Género Rivulus
Como se menciond anteriormente uno de los requisitos fundamentales para el

establecimiento del codigo de barras de ADN es que el promedio de la distancia
intraespecifica no exceda el promedio de la distancia interespecifica. En nuestro estudio,
uno de los casos en que esta relacion no se cumplié fue en el género Rivulus. La
divergencia promedio estimada entre los individuos de R. cylindraceus fue de 1.9%,
mientras que la encontrada entre esta y la otra especie reconocida, segin la clasificacion
actual, R. insulaepinorum, fue 1.7%; siendo este un valor comin en comparaciones entre

individuos coespecificos (Bucklin et al., 2007). Meyer y Paulay (2005) trabajando con
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grupos de moluscos bien estudiados y con una clasificacion taxondémica bien establecida
estimaron un valor umbral, entre la divergencia intra e interespecifica, entre algunas
especies de 1.2%. Esto les permitio concluir que establecer un criterio de corte en el nivel
de divergencia puede subestimar o sobreestimar el numero real de entidades taxonémicas
bajo escrutinio. Sin embargo, este no es necesariamente el caso de Rivulus, en el que los
criterios utilizados para erigir R. insulaepinorum como especie se sustentan en un numero
de caracteres morfologicos muy restringido y a partir de individuos de un solo sexo (de la
Cruz y Dubitsky 1976).

En nuestro estudio se observaron divergencias menores del 3% para otras especies. Este es
el caso de Atractosteus tristoechus, que al ser comparado con la secuencia disponible de A.
spatula mostré un nivel de divergencia de 1.6%. Sin embargo, esto parece ser una
caracteristica de la familia Lepisosteidae pues la divergencia entre otras especies
congenéricas L. oculatus y L. osseus es de solo 0.9%, y entre estos dos géneros de 12.6%.
Sin embargo, entre Rivulus y Kryptolebias, miembros de la misma familia el nivel de
divergencia asciende a 29.8%. No obstante a estos casos, el valor umbral del 3% es
aplicable a la mayoria de las especies segiin Hebert et al. (2003a). Ademas como hemos
mencionado anteriormente John y Avise (1998), en su andlisis, concluyen que para el 98%
de las especies hermanas la divergencia genética en el ADNmt (cytb), utilizando la
distancia K2P, es superior al 2%. Aunque para los peces en general, estos autores
encuentran gran dispersion en los estimados de divergencia entre especies, se puede notar
que en el caso del género Rivulus el limite inferior se encontré alrededor de 3%.

La poca divergencia existente a nivel intragenérico en los Rivulus cubanos se puede
observar graficamente en el arbol NJ (Figura 2), donde ninguna de las dos especies
constituye un clado monofilético reciproco. Al analizar R. cylindraceus sensu stricto, se
observaron dos grupos, el (A) que contiene a los individuos de La Habana y Pinar del Rio,
mientras que el grupo (B) congrega a los ejemplares procedentes de la Ciénaga de Zapata.
La divergencia entre estos dos grupos fue de 2.9% valor superior al encontrado entre las
dos especies (1.7%), encontrandose en el limite del supuesto para la divergencia
intraespecifica (3%). Sin embargo, R. insulaepinorum presenta un ejemplar portador de un
haplotipo muy similar al detectado en R. cylindraceus (B), es por ello que la divergencia

entre estos es de solo 1.3%.
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El analisis de agregacion poblacional (PAA) aportdé a la vision de homogeneidad entre
ambas entidades, debido a que no existe ningun sitio diagnostico para identificar a cada una
de las especies. Solo se reafirmaron los grupos que se habian hallado con el analisis de
distancia, lo cual aporta nuevos elementos acerca de la posible invalidez taxonémica de R.
insulaepinorum.

En casos como este en que las secuencias nucleotidicas son compartidas entre dos especies,
al menos tres posibles causas pueden explicar el patron observado (Funk y Omland, 2003;
Meyer y Paulay, 2005). Primero que el tiempo transcurrido para alcanzar la monofilia
reciproca entre las dos especies hermanas es insuficiente para que se hayan fijado estados
de los caracteres que distingan una de otra, y aun compartan polimorfismos ancestrales
(Kingman, 1982; Tajima, 1983). Segundo, que haya ocurrido u ocurra hibridacion
introgresiva. Sin embargo, en este caso se deberian detectar clados divergentes con algunos
linajes parafiléticos de una u otra especie o de ambas. No obstante, esta posibilidad no es
descartable ya que al describir R. insulaepinorum de la Cruz y Dubitsky (1976) informan la
presencia R. cylindraceus en simpatria con la nueva especie. Igualmente, no se puede
descartar la posibilidad de que el muestreo realizado haya sido insuficiente. Una tercera
causa es la ausencia de verdaderas diferencias que justifiquen el estatus taxondémico de la
especie de Isla de la Juventud. En este sentido, resultados recientes (no publicados)
considerando un mayor numero de ejemplares, origenes geograficos, asi como otros

caracteres morfoldgicos y bioquimicos, indicaron en todos los casos un gran solapamiento.

4.4. Género Gambusia
G. punctata fue una de las tres especies estudiadas en el género Gambusia, siendo esta,

dentro del género, la que presentd menor divergencia entre sus individuos (1%). Esta
especie mostr6 con respecto a su especie hermana G. rhizophorae un nivel de divergencia
de 5.0% (Tabla 4), superior al valor umbral del 3%. Se pudo observar ademas como todos
sus individuos constituyen un clado monofilético (Figura 2). Estos resultados fueron a su
vez congruentes con el PAA que identificd cuatro sitios diagnosticos con respecto al resto
de las especies analizadas del género. En este sentido, se identificaron dos grupos que
corresponden a dreas geograficas disjuntas, una occidental (A), que incluye a diferentes
localidades del norte de La Habana, abarcando el rango de distribucion conocido para la

especie (Robin y Ray, 1986) y otro (B) formado por un individuo de Granma, localidad
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inédita para la especie, cuya morfologia sugeria su clasificacion como G. rhizophorae. Este
grupo ademas incluye a los ejemplares de Cayo Coco identificados como Gambusia sp. Si
se analizan estos dos grupos de manera independiente se obtuvo que la menor divergencia
se hallo entre G. punctata y G. rhizophorae (A) (4.8%), valor igualmente considerado
como apropiado entre especies congenéricas, sin embargo se encontr6 un valor muy
superior a este entre G. rhizophorae (A) y (B) + Gambusia sp (6.1%) (Tabla 5) El PAA
coincidi6 con los dos grupos encontrados en el andlisis de distancia (Tabla 6). Este ultimo
grupo sugiere la existencia de un nuevo taxon probablemente circunscrito a la region
oriental. Sin embargo, es necesario un estudio mas amplio de los caracteres morfoldgicos,
reproductivos, ecoldgicos y moleculares para probar la hipotesis de existencia de mas de
una entidad taxonomica en este caso. Es importante sefialar el linaje (B) + Gambusia sp
muestra una eurihalinidad mucho mas marcada que G. rhizophorae, ya que se encuentra
tanto en zonas con alta salinidad (Cayo Coco), como en aguas dulces (Rio Yara, Granma).
Caracteristicas semejantes a las encontradas en G. rhizophorae se observaron en G.
puncticulata, que ademas presenta una elevada divergencia intraespecifica (3.3%),
encontrandose en el limite reportado por Hebert et al. (2003a) (3%), y muy similar a la
divergencia interespecifica estimada en este estudio para N. tetracanthus y N. ramsdeni
(3.6%). Esta gran variacion entre los individuos de G. puncticulata se pudo observar en el
arbol NJ (Figura 2) donde la especie estd definida como un clado monofilético, compuesto
por tres subclados. Uno constituido por individuos con un amplio rango de distribucion,
incluyendo las provincias de Ciudad de La Habana, La Habana, Isla de la Juventud,
Matanzas y Guantanamo el cual se denomind G. puncticulata (A), otro G. puncticulata (B)
que contiene individuos de Guanahacabibes (Pinar del Rio) y Rio Baracoa (La Habana) y el
tercero G. puncticulata (C) que agrupa a ejemplares que habitan en Cayo Coco. Cuando se
estimo la divergencia entre estos grupos se encontr6 el minimo valor entre G. puncticulata
(A) y G. puncticulata (B) (4.8%), el cual igualmente es superior a lo reportado para
individuos coespecificos, ¢ igual a lo estimado entre G. punctata y G. rhizophorae (A) que
constituyen especies diferentes. Entre G. puncticulata (A) y G. puncticulata (C) se encontrd
una divergencia aun mayor (7.3%) valor similar al encontrado entre especies congenéricas
de tiburones (7.43%) (Ward et al., 2008) y el maximo valor se hallé entre G. puncticulata

(B) y G. puncticulata (C) (8.1%), el cual coincide con el encontrado entre especies de
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mariposas del género Acrolepiopsis Landry (2007). Equivalente a lo ocurrido en G.
rhizophorae, en el PAA coincidieron los grupos con los establecidos con las distancias
genéticas. En este mismo sentido Waugh et al. (2007) en un estudio con 11 especies de
Moa también encontraron que ambas metodologias, el analisis de caracteres nucleotidicos y
de distancias genéticas fueron utiles para la identificacion de especies.

Todos los elementos mencionados sugieren que lo actualmente reconocido como G.
puncticulata sea un complejo formado por mas de una especie criptica. Si analizamos la
taxonomia de esta especie podemos constatar que han sido identificadas al menos cuatro
especies (G. baracoana Rivas, 1944; G. bucheri Rivas, 1944; G. monticola Rivas, 1944; G.
hoewlli Rivas, 1971), de lo que inicialmente se consideraba una sola entidad. Todas estas
especies se han descrito fundamentalmente para la region sur de la isla, por lo que los datos
aportados en el presente estudio brindan nuevos elementos para considerar aun nuevas
entidades taxonomicas con distribuciones mas o menos restringidas. Se debe sefialar que
los subclados B y C agrupan entidades que habitan en aguas salobres (Rio Baracoa y
Guanahacabibes) y altamente salinas (Cayo Coco), respectivamente.

Resultados similares a los anteriores fueron descritos por Witt et al. (2006), en un grupo de
anfipodos del género Hyalella donde la mayoria de los grupos formados divergen entre si
en mas de un 4%, por lo que sugieren que pudieran ser considerados como especies
diferentes. Yassin et al. (2007) también encontraron dos especies cripticas en Zaprionus
usando la metodologia del codigo de barras de ADN. Finalmente, en el caso de G.
puncticulata, al igual que se sugirio para G. rhizophorae, para llegar a conclusiones es
necesario hacer un estudio mas amplio de los caracteres morfologicos, reproductivos,
ecoldgicos y moleculares para probar la hipdtesis de existencia de mas de una entidad
taxondmica.

La identificacion de posibles nuevos linajes de peces dulceacuicolas constituye una
evidencia de la complejidad de los procesos paleogeograficos ocurridos desde la formacién
del archipi¢lago y del establecimiento de los diferentes taxa. El aislamiento observado
sugiere la efectividad de barreras naturales para algunas de estas especies ya que en otras la

homogeneidad indica dispersion y aislamiento relativamente reciente entre regiones.
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En resumen, la mayoria de las especies de peces dulceacuicolas de Cuba que han sido
estudiadas han podido ser identificadas como tal empleando la metodologia del cédigo de
barras de ADN, reafirmando con ello los planteado por varios autores (Hebert et al., 2003a;
Kumar et al., 2007; Nelson et al., 2007 ) de que efectivamente es una herramienta poderosa
para la identificacion de especies, tanto con el método de distancias genéticas empleado en
la mayoria de los trabajos, como con el de andlisis de caracteres diagnosticos referido
fundamentalmente por DeSalle et al.(2005), teniendo en cuenta que no es trascendental la
cantidad de caracteres sino la existencia de mutaciones fijadas en sitios especificos que
permiten identificar con ello a un grupo taxondémico determinado. Ademas este estudio
permite consolidar la idea de que aunque el objetivo principal del codigo de barras de ADN
es la asignacion de individuos desconocidos a especies conocidas, con frecuencia posibilita
el descubrimiento de una diversidad que hasta el momento no se conocia, lo que no
significa que esta metodologia elimine la taxonomia tradicional, por el contrario, es una

herramienta mas para la identificacion de especies.
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5. Conclusiones

Para la fauna ictioacuicola estudiada, la media de la distancia K2P de individuos
coespecificos fue de 0.96% comparada con un 10.18% para especies congenéricas.
Se observo congruencia entre la clasificacion taxondmica basada en los caracteres
morfoldgicos y la establecida segun la metodologia del cddigo de barras de ADN,
lograndose identificar el 96% de las especies definidas morfoldgicamente.

Las entidades morfoldgicas reconocidas como Gambusia puncticulata muestran
variantes moleculares divergentes, por encima del limite de 3%, en poblaciones
regionales o locales, que sugieren la existencia de un complejo de especies. Esto
aporta nuevas evidencias de subdivision en este taxon.

Se identific6 un linaje relacionado estrechamente con Gambusia punctata y
Gambusia rhizophorae sensu stricto, que se distribuye probablemente en la region
centro-oriental y que parece mostrar una diversidad ecoldgica mas amplia ya que se
encuentra tanto en aguas altamente salinas (Cayo Coco) como dulces (Rio Yara).
Las dos especies cubanas del género Rivulus fueron indistinguibles con el marcador
utilizado. La divergencia genética inferida entre R. cylindraceus y R.
insulaepinorum fue menor (1.7%) que la observada entre dos linajes geograficos
(A) y (B) de R. cylindraceus (2.9%). Igualmente, el analisis de agregacion no
permitio identificar ningln sitio diagnostico entre las dos especies. Estos resultados
cuestionan el estatus taxondmico de especie de R. insulaepinorum.

La especie Cubanichthys cubensis mostro una divergencia genética de mas del 18 %
con respecto a la especie Jamaicana (C. pengellegy). Esto sugiere la necesidad de
una revision taxonomica del género, en particular la asignacion de C. pengellegy al
mismo.

Las seis especies estudiadas del género Girardinus fueron asignadas sin
ambigiiedad con respecto a los criterios morfoldgicos. Los valores de distancias
genéticas estimados, se encuentran en el rango inferido a nivel congenérico en otras
especies dulceacuicolas, lo cual apoya la validez genérica de Girardinus para

agrupar los antiguos Dactylophallus, Girardinus, Glaridichthys y Toxus.
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1.

6. Recomendaciones

Realizar estudios morfoldgicos, ecologicos y moleculares que permitan comprobar
la posible existencia de linajes evolutivos independientes, asi como su estatus
taxonomico, en especies como Gambusia puncticulata y G. rhizophorae.
Profundizar en el analisis de divergencia evolutiva entre las especies Rivulus
cylindraceus y R. insulaepinorum que permitan evaluar la validez taxonémica de
esta ultima especie. Incluir en el estudio diferentes fuentes de datos taxondmicos y
analisis genético-poblacionales que permitan describir los patrones de diversidad
observados.

Utilizar la informaciéon de divergencia molecular intraespecifica encontrada en
diferentes grupos, como guia base para identificar especies prioritarias para estudios

filogeograficos.
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ANEXOS



Anexo 1. Clasificacion taxonomica de las especies en estudio.
Reino: Animalia

Phylum: Chordata

Subphylum: Vertebrata

Clase: Osteicthyes
Subclase: Actinopterigii
Superorden: Teleostei
Orden: Cyprinodontiformes
Suborden: Aplocheiloidei
Familia: Poeciliidae
Subfamilia: Poeciliinae
Tribu: Gambusini
Género: Gambusia
Especies:

Gambusia puncticulata (Poey, 1854)
Gambusia punctata (Poey, 1854)
Gambusia rhizophorae (Rivas, 1969)

Tribu: Girardinini
Género: Girardinus
Especies:

Girardinus creolus (Garman, 1895)
Girardinus denticulatus (Garman, 1895)
Girardinus falcatus (Eigenmann, 1903)
Girardinus metallicus (Poey, 1854)
Girardinus microdactylus (Rivas, 1944)
Girardinus uninotatus (Poey, 1860)

Género: Quintana

Especie: Quintana atrizona (Hubbs, 1934)
Tribu: Poecilini
Género: Limia
Especie: Limia vittata (Guichenot, 1853)
Familia: Rivulidae
Subfamilia:  Rivulinae
Género: Rivulus
Especies:

Rivulus cylindraceus (Poey, 1860)
Rivulus insulaepinorum (de la Cruz y Dubitsky, 1976)


http://species.wikimedia.org/wiki/Aplocheiloidei

Anexo 1 (continuacion)

Suborden: Cyprinodontoidei
Familia: Cyprinodontidae
Género: Cubanichtys
Especie: Cubanichtys cubensis (Poey, 1860)
Género: Cyprinodon
Especie: Cyprinodon variegatus (Lacepede, 1803)

Suborden: Labroidei

Familia: Cichlidae
Subfamilia:  Cichlasomatinae
Género: Nandopsis
Especie: Nandopsis ramsdeni (Fowler, 1938)

Nandopsis tetracanthus (Valenciennes, 1831)

Orden: Ophidiiformes
Suborden: Bythitoidei
Familia: Bythitidae
Subfamilia:  Brosmophycinae
Género: Lucifuga

Especies: Lucifuga dentata (Poey, 1858)
Lucifuga subterranea (Poey, 1858)
Lucifuga n.sp.

Orden: Atheriniformes
Suborden: Atheriniformes
Familia: Atherinidae
Subfamilia:  Atherininae
Género: Alepidomus
Especie: Alepidomus evermanni (Eigenmann, 1903)
Orden: Lepisosteiformes
Familia: Lepisosteidae
Género: Atractosteus

Especie: Atractosteus tristoechus (Bloch y Schneider, 1801)


http://species.wikimedia.org/wiki/Cyprinodontoidei
http://species.wikimedia.org/wiki/Labroidei
http://species.wikimedia.org/wiki/Atheriniformes

Anexo 2. Sitios de muestreo, nimero de la muestra empleado en el analisis de ADN y nimero de
catalogo para cada uno de los individuos estudiados.

Especies No. de No. de Localidad Provincia
muestra | catéalogo
(MEP18.)

Gambusia puncticulata 8 000147 | Arroyo Govea, Bejucal La Habana
Gambusia puncticulata 75 000218 | Cayo Coco Ciego de Avila
Gambusia puncticulata 49 000128 | Rio Quibu C. Habana
Gambusia puncticulata 42 000109 | Piojos, Guanahacabibes Pinar del Rio
Gambusia puncticulata 50 000133 | Rio Almendares C. Habana
Gambusia puncticulata 55 000152 | Manantial, Baracoa La Habana
Gambusia puncticulata 59 000124 | Alta Habana C. Habana
Gambusia puncticulata 72 000167 | Laguna Facundo, Ciénagas de Zapata | Matanzas
Gambusia puncticulata 78 000181 | Casimbas a 1500 m de la carretera Matanzas
Gambusia puncticulata 82 000177 | Charcas remanentes. Palpite Matanzas
Gambusia puncticulata 38 000216 | Rio Los Indios Isladelal.
Gambusia puncticulata 93 000219 | Rio Sagua, Salvador Guantanamo
Gambusia puncticulata 97 000132 | Cayo Coco Ciego de Avila
Gambusia punctata 7 000146 | Arroyo Govea, Bejucal La Habana
Gambusia punctata 22 000116 | Soroa Pinar del Rio
Gambusia punctata 31 000098 | La Chorrera La Habana
Gambusia punctata 40 000106 | Los Indios Isladelal.
Gambusia punctata 41 000100 | Sendero la Batata Sti. Spiritus
Gambusia punctata 61 000122 | Parque Lenin C. Habana
Gambusia punctata 73 000166 | Laguna Facundo Ciénagas de Zapata | Matanzas
Gambusia punctata 76 000180 | Casimbas a 1500 m de la carretera Matanzas
Gambusia punctata 77 000179 | Charcas remanentes. Palpite Matanzas
Gambusia punctata 103 000203 | Rio Los Indios Isladelal.
Gambusia rhizophorae 13 000153 | Rio Guanabo C. Habana
Gambusia rhizophorae 33 000154 | Rio Guanabo C. Habana
Gambusia rhizophorae 43 000110 | Rio Yara Granma
Gambusia rhizophorae 52 000119 | Puente Baracoa La Habana
Gambusia rhizophorae 54 000151 | Manantial, Baracoa La Habana
Gambusia rhizophorae 48 000129 | Rio Quibu La Habana
Gambusia sp 57 000127 | Cenote La Jenifer, Cayo Coco Ciego de Avila
Gambusia sp 90 000220 | Cenote La Jenifer, Cayo Coco Ciego de Avila
Girardinus creolus 20 000117 | Soroa Pinar del Rio
Girardinus creolus 89 000217 | Soroa Pinar del Rio
Girardinus denticulatus 16 000136 | Rio Yara Granma
Girardinus denticulatus 36 000112 | Caburni Sti. Spiritus
Girardinus denticulatus 65 000130 | Rio Sagua, Salvador Guantanamo
Girardinus denticulatus 87 000214 | Rio Sagua, Salvador Guantanamo
Girardinus falcatus 11 000139 | Colén Matanzas
Girardinus falcatus 67 000164 | Laguna Facundo, Ciénagas de Zapata | Matanzas
Girardinus falcatus 85 000173 | Charcas remanentes. Palpite Matanzas




Anexo 2 (continuacion)

Girardinus metallicus 10 000144 | Arroyo Govea, Bejucal La Habana
Girardinus metallicus 38 000099 | La Chorrera La Habana
Girardinus metallicus 68 000165 | Laguna Facundo Ciénagas de Zapata | Matanzas
Girardinus metallicus 84 000174 | Charcas remanentes. Palpite Matanzas
Girardinus metallicus 92 000205 | Sierra de La Cafiada Isladelal.
Girardinus metallicus 100 000206 | Itabo Isladelal.
Girardinus microdactylus 19 000115 | Soroa Pinard el Rio
Girardinus microdactylus | 46 000107 | Sierra de La Canada Isla delaJ.
Girardinus microdactylus | 96 000204 | Itabo Isla delaJ.
Girardinus uninotatus 12 000145 Sierra Rosario Pinar del Rio
Girardinus uninotatus 21 000118 | Soroa Pinar del Rio
Quintana atrizona 91 000209 | Itabo Isla delal.
Quintana atrizona 95 000210 | Itabo Isla delal.
Limia vittata 9 000138 | Arroyo Govea, Bejucal La Habana
Limia vittata 17 000202 | Cayo Coco Ciego de Avila
Limia vittata 45 000113 | Piojos, Guanahacabibes Pinar del Rio
Limia vittata 58 000126 | Cenote La Jenifer, Cayo Coco Ciego de Avila
Limia vittata 64 000121 | Cayo Coco Ciego de Avila
Limia vittata 69 000172 | Laguna Facundo Ciénagas de Zapata | Matanzas
Limia vittata 79 000182 | Casimbas a 1500 m de la carretera Matanzas
Limia vittata 83 000175 Charcas remanentes. Palpite Matanzas
Limia vittata 99 000207 | Itabo Isla de la J.
Limia vittata 102 000208 | Rio Los Indios IsladelaJ.
Rivulus cylindraceus 3 000142 | Guanimar La Habana
Rivulus cylindraceus 2 000105 | La Chorrera La Habana
Rivulus cylindraceus 47 000108 | Soroa Pinar del Rio
Rivulus cylindraceus 63 000148 | Ciénaga de Zapata Matanzas
Rivulus cylindraceus 74 000171 Laguna Facundo, Ciénagas de Zapata | Matanzas
Rivulus insulaepinorum 4 000143 Sierra de la Cafiada IsladelaJ.
Rivulus insulaepinorum 39 000104 | Los Indios Isla delaJ.
Rivulus insulaepinorum 44 000111 Sierra de la Cafiada IsladelaJ.
Cubanichthys cubensis 5 000140 | Cienaga de Zapata Matanzas
Cubanichthys cubensis 35 000102 | Guanimar La Habana
Cubanichthys cubensis 86 000176 | Charcas remanentes. Palpite Matanzas
Cubanichthys cubensis 98 000212 | Rio Los Indios Isla dela J.
Cubanichthys cubensis 101 000211 Itabo Isla delaJ.
Cyprinodon variegatus 18 000114 | Cayo Coco Ciego de Avila
Cyprinodon variegatus 34 000134 | Piojos, Guanahacabibes Pinar del Rio
Nandopsis ramsdeni 15 000149 | Rio Guaso Guantdnamo
Nandopsis ramsdeni 80 000215 | Rio Guaso (Cautiverio) Guantdnamo




Anexo 2 (continuacion)

Nandopsis tetracanthus 1 000135 | Soroa Pinar del Rio
Nandopsis tetracanthus 30 000123 | Sierra de La Cafiada Isladelal.
Nandopsis tetracanthus 56 000125 | Cenote La Jenifer, Cayo Coco Ciego de Avila
Nandopsis tetracanthus 66 000163 | Laguna Facundo Ciénagas de Zapata Matanzas
Lucifuga dentata 23 000195 | Cueva en el Holandés, Guanahacabibes | Pinar del Rio
Lucifuga dentata 25 000196 | Ashton, Artemisa La Habana
Lucifuga dentata 26 000197 | Perico Sanchez, Jagiiey Matanzas
Lucifuga subterranea 24 000198 | Juanelo Piedra, Batabano La Habana
Lucifuga subterranea 27 000199 | Paredones, Caimito La Habana
Lucifuga subterranea 28 000200 Ashton, Artemisa La Habana
Lucifuga n.sp. 29 000201 Pozo Azul, Manuel Lazo Pinar del Rio
Alepidomus evermanni 6 000141 Ciénaga de Zapata Matanzas
Alepidomus evermanni 32 000101 Guanimar La Habana
Alepidomus evermanni 71 000170 | Laguna Facundo, Ciénaga Matanzas
Alepidomus evermanni 94 000213 | Itabo Isla delaJ.
Atractosteus tristoechus 14 000137 | Ciénaga de Zapata Matanzas




A mi abuela, una vez mas.
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