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RESUMEN

Se amplifico al azar el ADN de 10 individuos de 5 poblacioneRidelus colectados en la region occidental de Cuba. De la
amplificacién, empleando 5 cebadores, no resulté ningin marcador monomérfico, lo que evidencié una alta variabilidad genética
entre los peces de las 5 poblaciones. Segun la distancia genética entre los individuos, se forman 4 grupos, para cala uno de lo
cuales aparecen marcadores genéticos de RAPD (ADN polimérfico amplificado al azar) que son especificos, porque no se
evidencian en el resto de los individuos. Estos resultados apoyan la utilizacién del RAPD como una herramienta eficiente para

la caracterizacién genética de peces cubanos del g&nantus

DeCS PECES/genética; ADN; MARCADORES GENETICOS; MORDEDURAS Y PICADURAS DE INSECTOS/prevencion &

control; CONTROL DE MOSQUITOS.

La lucha bioldgica contra los mosquitos tiene
cada dia mayor importancia debido al interés en el
mundo por reducir al maximo el uso de los
insecticidas quimicos, para lograr de este modo
contribuir a la proteccion del medio ambiente. Los
peces larvivoros constituyen una opcién muy eficaz

esR. marmoratusPoey 1880, que por ser un
vertebrado partenogenético, capaz de autofe-
cundarse y producir clones idéntitsulta muy

atil en diversos estudios biolégicos. En Cuba, se
encuentran en este género especies de gran
interés para el control de las larvas de mosquitos,

para controlar esas temibles plagas, causantes cada las cuales no solo son importantes por la

afio de la muerte de cientos de personas.
Actualmente la tendencia para aplicar este
método estd encaminada a utilizar la diversidad
de la fauna ictica de cada pais, segun convenga,
para evitar las introducciones que tanto dafio
causan en los ecosistemas. El uso adecuado de
los peces larvivoros para el control de los
mosquitos requiere, por lo tanto, entre otros
aspectos no menos importantes, que se co-
nozcan las especies en cuestion.
Al géneroRivulus pertenecen especies de

gran importancia cientifica y practica como lo
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capacidad que tienen para mantener sus huevos
sin eclosionar hasta que las condiciones del medio
lo permitan? acercandose de esta forma a la
biologia de algunas especies de mosquitos, sino
también por la facultad para devorar las larvas
de culicidos que habitan en agua saldlre
adheridos a las raices de plantas acuaticas, como
es el caso de IMansonia titillans?

A pesar de la importancia que poseen las
especies dRivulusque se han descrito en Cuba,
una de las cuales es endémicsy posiciéon
sistematica es bastante controvertida (datos no
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publicados). Pocas veces se han utilizado las
técnicas moleculares para dilucidar los problemas
sistematicos de las poblaciones de peces larvivoros
de Cuba, hasta el momento solo se conocen los
trabajos de polimorfismo bioquimico Bivulusy
en Cubanichtisrealizados poHernandez
y otros®

Actualmente, se cuenta con métodos
moleculares que permiten complementar los
estudios ecoldgicos y sistematicos tradicionales,
antes de llegar a resultados concluyentes. La
técnica del ADN polimérfico amplificado al azar
(RAPD) provee un método sensible y muy eficaz
de obtener marcadores genéticos, aplicables a
organismos muy diferentes y capaz de detectar
diferencias entre individuos que muestran una
relacién genética estrech&l andlisis del RAPD
no requiere conocimiento previo sobre la secuencia
del ADN de las muestras a analizar. Ademas, se
ha demostrado que la informacion provista por los
polimorfos del RAPD es consistente con aquella
obtenida por medio de otras técnicas molecufares.
Todas estas propiedades hacen del RAPD una
técnica muy atractiva para estudios de variabilidad
genética en poblaciones. En este trabajo se
demostro la factibilidad del uso del RAPD para
caracterizar genéticamente poblaciones de peces
cubanos del génemivulus

METODOS

Se analizaron en total 10 individuos, una
hembra y un macho de cada una de las 4
poblaciones dé&ivuluscolectados en la region
occidental de Cubd&ivulus spde Pinar de Rio;

R. cylindraceusPoey 1861, de Parque Lenin,
Ciudad de La HabanaR. cylindraceusde
Bataband, La HabanaR). insulaepinorunde la
Cruz 1870, procedente de la Isla de la Juventud y
2 individuos de la poblacién hermafrodita de
R. marmoratusRoey 1880, de Guanabo en Ciudad
de La Habana.

A los peces colectados se le aislé el ADN
gendmico total de una porcién de musculo de la
region dorsal del cuerpo, cada individuo fue
homogeneizado de forma manual en 300 pL de
tampon de lisis (20 mM tris-HCI pH 8,25, 25 mM
EDTA, 25 Mm NacCl, 1 % SDS). La suspension
se incub6 con 100 pg/mL de proteinasa K

(Boehringer Mannheiindurante 2 h a 56 °C.
Los acidos nucleicos se extrajeron con fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) como
primer paso y solo con cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1) en el segundo. EI ADN se
precipitd a en presencia de 2 volimenes de etanol
absoluto que contenian acetato de sodio 3 M. El
sedimento se disolvié en 50 uL de tampén TE
(1 mM tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0). El
ARN se eliminé con RNAsa HBpehringer
Mannhein. La integridad del ADN obtenido se
examind por electroforesis en gel de agarosa (0,8 %
en tampén TBE (0,045 M tris-borato; 0,001 M
EDTA) que contenian bromuro de etidio (0,5 mg/mL)
y utilizando un transiluminador UV (macrovue 2011,
LKB) para su visualizacion. La concentracion de
ADN se estim6 espectrofotométricamente
mediante la medicion de su absorbancia a 260 nm.

Para la amplificacion del ADN se utilizaron 5
cebadores (OPA-1, OPA-2, OPA-3, OPA-4, y
OPA-6) del Kit A, Operon Technologies Inc
California, EE. UU. Luego de optimizar las
concentraciones de los reactivos (datos no
mostrados), la amplificacion se desarrollé en un
volumen final de 25 pL que contenian 2,5 pL de
tampon (100 mM tris-HCI pH 8,3; 15 mM MgCl
500 mM KCI; 0,01 % de gelatinaBoehringer
Mannheim, 25 pmol del cebador, 2,0 U de Taq
ADN polimerasa Boehringer Mannheiiny
20 ng de ADN.

Lareaccién en cadena de la polimerasa (RCP)
consistio de un paso inicial de desnaturalizacion a
94 °C durante 5 min seguido por 45 repeticiones
de:1mina94°C,1mina36°Cy2mina72°C.
En el ciclo final, el paso de extension a 72 °C fue
de 15 min. Los productos de la RCP se analizaron
por electroforesis en geles de agarosa (1,2 %) en
tampoén TBE que contenia 0,5 mg/mL de bromuro
de etidio y visualizado mediante el transiluminador
UV. Las reacciones del RAPD se analizaron 2
veces para cada cebador, y asi, verificar la
reproducibilidad de la técnica. El andlisis del
polimorfismo se realiz6 clasificando las bandas
como presentes (1) o ausentes (0) para cada
individuo y el inverso del coeficiente de similitud
de Jaccard (Sj, modificado p8Bneath 19575 se
calculé de la manera siguiente: Sj= 1-a/(a+b+c)
donde a representa el nimero de bandas
compartidas, b el nUmero de bandas presentesy ¢
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1: patron de peso molecular de ADN Bpehringer Mannhein{0,563-23,1 kbp); 2: patron de peso molecular de ADNB¥ehringer
Mannheim(0,072-1,35 kbp). 3 y 4: hembra y macho de Parque LdRircylindraceus 5 y 6: hembra y macho de Isla de la Juventud;
(R. insulaepinorum 7 y 8: hembra y macho de Pinar del Ridv(lus sp; 9 y 10: hembra y macho de Batabaf ¢ylindraceus 11 y

12: individuos de Guanab@. marmoratuls

Fig. 1. Electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio de los productos de amplificacion del RAPD con el cebador OPA-3.

las ausentes. Los dendogramas se obtuvieron con
un método de analisis no pareado de media
aritmética (UPGMA), con el empleo de un paquete
de sofware SYNTAX 5.0Ronadj 1993)%

RESULTADOS

De la amplificacion del ADN de los peces con
los 5 cebadores se obtuvieron 128 bandas (22,2 kbp-
-180 bp), noencontrandose ningun marcador
monomorfico y demostrando una alta variabilidad
genética entre los individuos de las 5 poblaciones.
En la figura 1 se representa el patrén de
amplificacion con el cebador OPA-3.

El dendograma de la figura 2, obtenido a partir
del patron de bandas generados al analizar los 5
cebadores, muestra que segun la distancia genética
entre los individuos se forman 4 grupos que incluyen
a los peces, los cuales representan las 5 po-
blaciones. El grupo | contiene los individuos de la
poblacién de Parque LeniR(cylindraceous el
grupo Il a los individuos de la poblacion de la Isla
de la JuventudR. insulaepinoruny, el grupo Il
comprende a los individuos de las poblaciones de
Batabano R. cylindraceousy Pinar del Rio
(Rivulus spy el grupo IV a los individuos de la
poblacion de Guanabdr( marmoratus Para

cada uno de los grupos aparecen marcadores
genéticos de RAPD que son especificos pues no
se evidencian en el resto de los individuos (tabla).

TABLA. Marcadores genéticos hallados a partir de la
electroforesis, de los productos de amplificacion de ADN de
10 individuos del géner®ivulus procedentes de la regién
occidental del pais. Grupo |, Parque Lert ¢ylindraceous
Grupo I, individuos de la poblacion de la Isla de la Juventud
(R. insulaepinoruny, Grupo Ill, BatabandR. cylindraceousy
Pinar del RioRivulus spy el Grupo 1V, individuos de la poblacion
de GuanaboR. marmoratus

Grupo Marcador genético Cebador
I 1 227 pb OPA-3
254 pb OPA-4

1] 1 854 pb OPA-2
1 253 pb OPA-2

11l 1 196 pb OPA-2
239 pb OPA-4

v 259 pb OPA-1
847 pb OPA-2

428 pb OPA-2

353 pb OPA-2

1 398 pb OPA-3

426 pb OPA-3

584 pb OPA-4

1 547 pb OPA-6

447 pb OPA-6
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PL: Parque Lenin; 1J3: Isla de
la Juventud; PR: Pinar del Rio;
B: Batabané y G: Guanabo (h,
representa a las hembras; m, a
los machos).
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Fig. 2. Dendograma del andlisis
computarizado de las bandas
obtenidas de la amplificacién

‘ ‘ ‘ (RAPD) de 10 individuos del
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DISCUSION

Los representantes de Guanabo forman un
grupo independiente, y son los que menores
diferencias muestran entre si, resultado este
esperado debido a las caracteristicas genéticas que
poseeri.De acuerdo con las escalas de Jaccard,
la mayor distancia parece encontrarse entre
hembras y machos de la Isla de la Juventud
(fig. 2). Esos peces forman un grupo separado de
los individuos de la Isla de Cuba, posiblemente
beneficiado por el aislamiento al que han sido
sometidos y cuyo proceso de especiacién aun no
ha concluido. Por su parte, los peces de Parque
Lenin, Bataband y Pinar del Rio forman 2 grupos
(fig. 2), por lo que resulta interesante la cercania
genética encontrada entre los individuos de las 2
Gltimas poblaciones, cercanas también geogra-
ficamente, asi como las significativas diferencias
halladas entre los individuos de las 2 poblaciones
de R. cylindraceusLa relacion genética entre
estas y otras poblaciones cubanas de peces
larvivoros deberéa ser estimada en el futuro
mediante esta técnica, con el empleo de un nimero
mayor de individuos.

0,7

géneroRivulus procedentes de

0,8 0,9 1,0 la region occidental del pais.

Los resultados de este trabajo apoyan la
utilizacion del RAPD como una herramienta
eficiente para la caracterizacion genética de peces
cubanos del génerBivulus al ser capaz de
detectar diferencias intraespecie e interespecie.

SUMMARY

DNA from 10 individuals from 5 populations Bfivuluscollected

in the western region of Cuba was amplified at random. No
monomorphic marker resulted from the amplification by using

5 primers, which showed the high genetic variability existing
among the fishes of the 5 populations. According to the genetic
distance among the individuals, they were divided into 4 groups,
for which there are specific genetic markers of RAPD, since
they are not observed in the rest of the subjects. These results
support the use of RAPD as an efficient tool for the genetic
characterization of Cuban fishes of the Rivulus genus.

Subject headings: FISHES/ genetics; DNA; GENETIC
MARKERS; INSECT BITES AND STINGS/ prevention &
control; MOSQUITO CONTROL.
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