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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue obtener informacion preliminar acerca de la composicion de haplotipos del ADN
mitocondrico (ADNmt) del manati (Trichechus manatus) que habita en el archipiélago cubano. Se analiz6 un total de 13
individuos, 12 de Cuba y uno procedente de la Florida, EU. Las secuencias de un fragmento de 410 pb de la regién de control
del ADNmt (D-loop) permitieron identificar dos haplotipos. El haplotipo Al, Ginico encontrado en la Florida (incluida la
muestra aqui analizada), pero también presente en México, Puerto Rico y Republica Dominicana. Este haplotipo fue
mayoritario (11 de los 12 individuos muestreados en Cuba). El segundo haplotipo fue el A3, referido anteriormente como
endémico de Belice, se encontré en un individuo varado en Isabela de Sagua, al norte de Cuba. Los resultados preliminares,
sobre la base de las muestras examinadas y el marcador analizado, brindan informacién importante sobre tres aspectos
fundamentales de la biologia del manati: 1) En Cuba la diversidad genética del ADNmt puede ser baja, similar a lo encontrado
en otras partes de su ambito de distribucién; 2) los individuos analizados forman parte del grupo constituido por la Florida y
las Antillas Mayores; 3) los territorios de Belice y Cuba han intercambiado individuos en el presente o en un pasado
relativamente reciente.
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ABSTRACT

The aim of this analysis was to obtain information regarding the mtDNA haplotype composition of the manatee (T. manatus)
occupying the Cuban archipelago. A fragment of 410 bp of the non coding region was analyzed for 12 individual manatees
from Cuba and one from Florida, USA. Only two haplotypes were identified. Haplotype Al, found exclusively in Florida
(including in the sample analyzed here) but also found in Mexico, the Dominican Republic and Puerto Rico, was the most
frequent haplotype (11 of the 12 samples from Cuba) and widely distributed. The second haplotype A3, previously referred to
as endemic from Belize, was identified from an individual stranded in Isabela de Sagua, north of Cuba. These preliminary
results provide information about three major aspects of manatee biology: (1) the mtDNA genetic diversity of T. manatus in
Cuba seems low as compared to other regions of the Caribbean; (2) the Cuban population likely belongs to the group
comprising Florida and the portions of the Greater Antilles; and (3) the territories of Belice and Cuba have exchanged
individuals at present or in a relatively recent past.
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INTRODUCCION

El manati, Trichechus manatus Linnaeus, 1758 (Sire-
nia: Trichechidae), se distribuye desde la peninsula
de la Florida en Estados Unidos de América hasta la
costa noreste de Brasil. Debido a la caza indiscrimi-
nada a que ha sido sometida, entre otros factores, la
especie esta considerada como vulnerable en todo su
rango de distribucién y se encuentra en el libro rojo
de la Unién Internacional para la Conservaciéon de la
Naturaleza (IUCN, por sus siglas en Inglés) y en el
apéndice I de CITES. Ademas para las Antillas, la
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especie estd considerada en peligro de extinciéon
(Deutsch et al., 2008).

Recientemente, la reevaluacion del estado de con-
servacion de T. manatus en Cuba, basada en la dismi-
nucion de los registros de avistamiento y el aumento
en los registros de mortalidad, condujo a conside-
rarla como especie en peligro de extinciéon en el
archipiélago (Alvarez-Aleman, 2012). Por lo anterior,
son de gran importancia realizar estudios enfocados
a la ecologia, etologia, composicion genética y dinamica
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de las poblaciones. Para determinar la composicion
y estructura genética de T. manatus, asi como los
patrones de conectividad entre las poblaciones a lo
largo de la distribucién geografica de la especie, se
han llevado a cabo varios trabajos con el uso de
marcadores moleculares tanto nucleares como mitocon-
dricos (Garcia-Rodriguez et al., 1998; Cantanhede et
al., 2005; Vianna et al., 2006; Hunter et al., 2010;
Nourisson et al.,, 2011).

El analisis de la regién de control del ADN mito-
condrico ADNmt (D-loop) evidencié la presencia de
20 haplotipos representativos de la variaciéon gené-
tica de T. manatus en toda su area de distribuciéon
(Garcia-Rodriguez et al., 1998; Vianna et al., 2000).
Recientemente se ha identificado un nuevo haplo-
tipo en Brasil (M0O4, Luna et al. 2012), con una ele-
vacion del nimero de haplotipos conocidos a 21. El
analisis de las relaciones entre estos haplotipos
permitié reconocer tres grupos genéticamente distin-
tivos, aunque heterogéneos geograficamente: grupo I
(representado por haplotipos distribuidos en Florida,
México, América Central, Las Antillas Mayores y la
costa caribeha de América del Sur), Grupo II (México,
América Central y la costa caribenia de América del
Sur), Grupo III (Brasil y Las Guyanas en la costa
noreste de América del Sur) (Garcia-Rodriguez et al.,
1998; Vianna et al, 2006). Sin embargo, hasta la
fecha no existe informacion sobre la composicion y
estructura genética de las poblaciones de manaties en
Cuba, ni su relacion con poblaciones adyacentes,
informaciéon de gran importancia para el conocimiento
basico y para el establecimiento de estrategias de
manejo y conservacion de esta especie.

El presente trabajo tiene como objetivo funda-
mental hacer una evaluaciéon preliminar de la diver-
sidad haplotipica de las poblaciones naturales de
Trichechus manatus en Cuba. A partir de esta infor-
macion se evaltan las relaciones de los individuos
colectados con respecto a los del resto del area,
mediante la comparacion de los haplotipos encon-
trados con los referidos en la literatura.

MATERIALES Y METODOS

Un total de 12 muestras de tejido se colectaron de
cadaveres de individuos adultos de Trichechus
manatus encontrados en seis localidades del archi-
piélago cubano (Figura 1). Los tejidos se almacenaron
en etanol al 95 % hasta su posterior analisis. Se
dispuso ademas de una muestra de tejido de una cria
cadaver procedente de La Florida EU.

El ADN total se obtuvo siguiendo el método
descrito por Kocher et al. (1989). Se amplific6 un
fragmento de 410 pb de la region de control del ADN
mitocéndrico utilizando los cebadores CR4 (5' AGA
TGTCTTATTTAAGAGGAA) y CRS5 (5' TCACCATCAAC
ACCCAAA) (Garcia-Rodriguez et al. 1998). Los pro-

ductos del PCR fueron purificados utilizando el
QIAquick® PCR purification kit (QIAGEN). Las muestras
purificadas se secuenciaron en ambos sentidos con
el Big Dye Terminator Sequencing Kit (Applied Bio-
systems) en un secuenciador automatico ABI 3100
genetic analyzer (Applied Biosystems).

Las secuencias obtenidas fueron editadas vy
alineadas utilizando el programa BioEdit v. 7.0.5.3
(Hall, 1999). Los alineamientos fueron rectificados por
inspeccion visual. La identificacion de los haplotipos
se realizo comparando las secuencias obtenidas en
este trabajo con secuencias disponibles en Gene Bank
(Ntmeros de acceso AF046157-AF046159, AY963840-
AY963860) representativas de los haplotipos descritos
para la region de control en T. manatus por Garcia-
Rodriguez et al. (1998) y Vianna et al. (2006) utilizando
el programa Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier y Lischer,
2010). Este programa se empled en la estimacion de
las diversidades haplotipica y nucleotidica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Del total de 13 individuos analizados fueron iden-
tificados dos haplotipos: el haplotipo Al descrito
previamente para la Florida, Meéxico, Republica
Dominicana y Puerto Rico y el haplotipo A3, cuya
distribucion se restringia a Belice (Garcia-Rodriguez et
al.,, 1998, Vianna et al., 2006, Hunter et al., 2010). La
frecuencia del haplotipo Al fue la mas alta, detec-
tandose en 11 de los individuos colectados en Cuba y
en el procedente de la Florida. El haplotipo A3 fue
encontrado en un ejemplar varado en Isabela de
Sagua, en la costa norte de Villa Clara, Cuba (Figura 1).

La similitud en la composiciébn de las variantes
genéticas entre los individuos de Cuba, la Florida y las
Antillas Mayores no es un hecho inesperado debido a
que otros organismos presentan patrones similares.
Por ejemplo, las poblaciones de anidacién de tortugas
marinas de Cuba muestran una alta similitud con
otras islas del Caribe y el sur de la Florida, mientras
que presentan un aislamiento efectivo respecto a
zonas geograficas muy cercanas como México (Ruiz-
Urquiola et al., 2010), posiblemente propiciado por el
sistema de corrientes marinas que presentan una
componente poderosa y permanente hacia el golfo de
México, mientras que otras corrientes favorecen el flujo
entre Cuba y la Florida (Ochoa et al., 2001). Adicio-
nalmente, datos de foto-identificacion han evidenciado
que los manaties son capaces de migrar desde la
Florida hasta Cuba (Alvarez-Aleman et al., 2010).

Por el contrario, el descubrimiento de un indi-
viduo portador de un haplotipo hasta el momento
endémico de Belice, y de baja frecuencia, sugiere que
esta especie es capaz de franquear eventualmente
las barreras oceanicas (también sugerido por la pre-
sencia del haplotipo Al en la costa del Caribe de
México) y no en el golfo de México (Castaneda y
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Morales, 2005 en Nourisson, 2011). Aunque la fre-
cuencia en la muestra analizada es muy baja, se debe
investigar si se trata solo de un hecho fortuito de
migraciéon o si ha ocurrido recurrentemente entre
estos territorios y si los individuos han aportado
genéticamente a la comunidad actual del archipiélago.
De forma similar, se abre la hipétesis de la posible
presencia del haplotipo B identificado, en alta fre-
cuencia, en Republica Dominicana y Puerto Rico
(Vianna et al., 2006), teniendo en cuenta su cercania
geografica respecto a estas islas.

Golfo de México

Comparativamente con las poblaciones de ma-
nati de otras areas del Caribe la muestra analizada
de Cuba muestra niveles de variacién haplotipica h=
0,167 y nucleotidica == 0,0004 situados entre los
menores, por encima de la poblacion de la Florida
que solo presenta el haplotipo Al y muy similar a
los valores estimados para Brasil. No obstante,
con excepcion de Colombia, la generalidad de las
poblaciones se caracteriza por una relativamente
baja cantidad de haplotipos (1 — 5) (Tabla 1; ver
ademas Vianna et al., 2006).
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Figura 1. Localidades de muestreo de Trichechus manatus al norte y sur del archipiélago cubano. Para representar los haplotipos
encontrados en cada localidad se siguié el cédigo de colores utilizado por Vianna et al. (2006): color verde (Al) y color amarillo (A3). E1
tamarfo de los circulos es proporcional al nimero de individuos analizados.

Tabla 1. Estimados de diversidad de Trichechus manatus en Cuba comparado con otras localidades de distribucion de la especie,

referidos por Vianna et al. (2006) y Luna et al. (2012).

Numero de

Poblacion N S Haplotipos h T
Cuba 12 1 2 0,167 0,0004
Belice 43 28 3 0,558 0,0367
Brasil 73 2 3 0,080 0,0002
Colombia 33 31 8 0,780 0,0312
EUA 28 0 1 0,000 0,0000
Guyana 4 4 4 1,000 0,0058
México 14 27 3 0,615 0,0405
Puerto Rico 62 2 3 0,543 0,0015

Republica

Dominicana 6 1 2 0,533 0,0013
Venezuela 4 3 3 0,833 0,0037

(N) tamano de la muestra, (S) sitios polimérficos, (h) diversidad haplotipica, (n) diversidad nucleotidica.
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De los resultados preliminares de este trabajo se

pueden extraer tres informaciones preliminares:

1) En Cuba la diversidad genética del ADNmt puede
ser baja, similar a lo encontrado en otras regiones.

2) Los ejemplares de Cuba forman parte del grupo
de haplotipos I representado geograficamente en
la Florida, México, las Antillas Mayores, América
Central y la costa caribefia de América del Sur.

3) Los territorios de Belice y Cuba han intercam-
biado individuos en el presente o en un pasado
relativamente reciente.
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