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RESUMEN.

El esttidio de: la variabilidad.de genes funcionales es frrndamental para entender la

interacción de los organismos con su medio ambiente, eí este sentido, se ha descrito que

poblaciones que habitan ¿mbientes cont¿mi¡ados pueden presentar una sob¡e expresión

de algrrnos genes. Sin embargo, es sscasa la evidencia que relacione la variabilidad de la

secuencia de los genes sobre expresados en los diferentes ambientes. Un estudio previo

rcalizado en poblaciones del pejemqy .Basilichthys microlepidotus dentro de la atnnca

del río Maipo, mostró evidencia de "polimorfismos de simple nucleótido" (SNPs)

asociado a ambienks oontarninados an dos genes mitocondriales (COI y NADH) y 4

genes sobre expresados en. dichos ambientes. Uno de estos genes sobre expresados fue

Or¡itina descarboxilesa (ODC), cuya expr€§ién se asocia con una mayor protriferacién

celdr y ta¡¡bíén a 1a progresiéa del ciíncer, .considEr,iíndose como un 'bncogen". En

est€ cotrtexto, el objetivo de este trabajo es detectar diferencias en la variabilidad

gffiética, m la &ecuencia haplot-ípica {en los genes mitocondriales) y alélíca (en el gen

nucléar) entre individr¡os provenientes .desde poblaciones que habitan lugares

contaminados y no contaminados en la cuenca del río 
.Maipo. 'Se secuenciaron 2l

i¡dividuos de SFM, 22 de IM flqgares no contaminados); 22 de MEL y 21 de PEL

flusares contaorinados), Los resultados no mostÍaron diferencias en el número ni.en la

frecuencia ile aplotipos de los geaes mitocondriales {COI y NADH). En el caso de

ODC, se observó untolal de 6 alelos, los cuales mosharon difer.encias.en sus frecuencias

elr casi Éodas las iosalídades estudiadas. Lss cálculos de Fs mosharon un déñcit

estadlsticamente sipificativo de heterocigotos eo ambos sitios contaminados. Al
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aaalizar los genotipos, se detectó que el homocigoto GTCGC, GTCGC estuvo presento

en mayor &ecuencia en lugares contami¡ados (MEL y PEL) a diferencia de los lugares

no oontamioados (IM y SFM). Como conolusión, este eshrdio muestra que 01 gen OCD

pr€seata. uaa selección de geaotipos, la cual podría estar asoeiada con Ia. expresión

diferenci¿1 detectada previamefite. Estudios experimentales futuros podiáll indicar si esta

es finalmente una relacióo de causalidad.

A,BSTRACT,

The study of the variability of ñmctional genes is a central issue ir¡ the understanding of

the interaction between organisms and environment, in this sense has been described that

populations iiving in contarninated environrnents could present gene over-expression.

Howev.er there is liftle evidence linking sequence variabiüty over-expressed genes in

difbrent.envirorments. A previous study performed on popuiations ofthe silverside fish

Bqsilkhflrys rnicrolepidohu within the Maipo River basin reached evidence of two

single mrcleotide polymorphism (SNPs) in two rnitochondrial genes (COI and NADI{)

associaüed with polluted envirsoments and 4 genes ovet expresssd in those

envirorments. 'One of these over-expressed genes 'was tle Ornithine decarboxyiase

(ODC). The over-expression of this gene has been associated with an increased oell

prolüerdion and also wi& cance¡ progression, consicleretl as an "oncogene". In fhis

context, this shldy aims to detect difflerences in genetic variability, haplotype frequency

{in mitoc{ondrial genes) and alleles {in t}e nuclear gene) between individuals collected

from populaüons inhabiting contaminated and uncontarflináted sites in the Maipo River



basin. 2l individuals from SFM, 22 from IM (both no contaminated sites), 22 ftomMEL

and 2l from PEL (both contamlnated sites) were sequenced. The results showed no

difference in the number or frequency of haplotypes of the mitochondrial genes (COI

and NADH). On the other l¡and, a total of 6 alleles were observed in the ODC gene. The

paired Fsr showed statistical differences in 5 out of the ó possible comparisons. The F¡g

showed no departures to the Hardy Weinberg expectation for fish collected in the non-

polluted a¡eas however significant deficit of heterozygotes were observed in the

contaminated sites. When analyzing the genot ?es, the hornozygote GTCGC, GTCGC

was present in most individuals collected in the polluted sites (MEL and PEL)

conversely to the low frequency observed in non-polluted sites (IM and SFM). In

conclusion, this stutly shows t}rat the OCD gene present a possible case of genotype

selection which could be associated with the differential expression previously detected.

Future experirnental analysis will be conclusive about this causal relationship.
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INTRODUCCION.

Los ecosistemas naturales eshán siendo intensarnenüe degradados por la actividad del

hombre, siendo álgunos de 1os factores más imporfantes la incorporacién de especiés

invasoras, la fragmentación y destrocción de hábitats,. la caza y pesca desmedida y la

incorporación de cofltaminantes (Lande 1998). Estos estresores afecfan la dinámica de

crecimiento poblaciooal, aumentaado la tasa de mortalidad y disminuyendo la fertilidad

de las especies aBtóctonas (Fmcacio et a1. 2003; Pandey et al. 2008). La Unión

Inferoacional-pará la,Conservación de tra Naturaleza (trUCN) rnostré que hasta el 2014 un

1,21o de las especies teffestr.es y ,de agaa dulce se han extinto, mientras que un 30%

fuersn a¡nenazadas , y wr 6Yo se considera en peligro crítico de extinción. En el caso de

Ias especies duloeaculcolas, los niveles de ameaaza llegan al 23o/o o¡ando se consideran

solo ¡aamíferos y peces {rüCN 2014; Pi.nun- et aL.2014). Dentro del contexto actual de

cambios en las condiciones ambientales y.del hábitat, entender como las poblaciones

sobreüvea y se adaptan es urr t€ma ¡elevante para la biología y la consewacióu de

especies (Dudgeoo et al. 2006).

Uno,ile los procesos fi¡ndamenfdles ,que permiten entender la supervivencia y adaptaciót

de las poblaciones es la seleccién nah¡al. la cual, a diferencia de 1a deriva, es un proceso

no aleaforio peflnifiendo tra supervivencia de individuos qüe posean los caracteres que

t€ngan ua mejor ñüress en el hábitat en el cual habitan ,(Ifingsolver & Pfenning 2007).

En este contexto. se.espera que en hábi¡ats altamenfe cortaminados se seleccione alelos

que presenteo mejor adecuacién biológica en esa condición.'Uno de ios tipos de

seleccién .más .reconocibles y estudiados .es la,seleccién direccioaal, en,e1. cual rasgos



extremos son aqu€llos que pos€en mayor adeouación biológica (Herron & Freeman

2014).

Si bien el inicio del estudio de la asociación alélica con la.selección se realüó con genes

corlosidos, principaLnente denko de Ia rut¿ metabóiica, el desa¡rollo dé la secuenciación

paralel¡ del ADN ha perrnitido ,el estudio del conjunto .de genes fimcionales en

organismos no modelos (Ekblom& Galindo 2011). Una de las fo¡mas para esflrdiar

genes funcionales es el estüdio de la expresién de Ia totalidad de los genes, la cual se h¿

kans{ormaiio an una a¡noximación ñmdamental para entender el efecto de1 entomo

sobre los orgadünos .(Ungereret al. 2008). La variación en expresión géoica es un

importante meca¡ismo evolutivo para la selección nahral, estos estudios represeútall

una exitosa forma de determin¿r genes involucrados en la adaptación (Oleksiak et al.

2002, §ay & wittkopp.2008).

Co¡siderando que l'os ecosistemas de agua dulce han sido impactailos por las actividades

del .hombre (Jacl<soa et al. 2001), los organismos.que habitan estos sist€mas5 en

paitibular los peces, sé harr ronvertido en modelos db estudio para evaluar la respuesta

genética de las poblaciones a Ia ,variabil,idad an¡biental y a .la.firerte presién .de seleccién

impuesta por el hombre (Powers 1989). En Chile; el Río Ma:ipo es una de las cuencas

más contirminadas la.cuai recibe dosechos proveÍiertes. de larnineda en La Cordillera. de

los Andes y de las fiábricas que rodeaa la cnenca. (Dirección General de Aguas 2004).

A«tem¡ís el río Maipo abastece de agua a 6,7 millones de. habitantes segirn el censo más

reciente en 2Al2 {4A% de la población de Chi.le) y también recibe las aguas residuáles

domicifiarias. Por 1o taoúo, esta cuenca ha ex¡redmentado un deterioro en su calidad del
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agua, generado pritrcipalmente por ia eutrofizacién por materia otgánica, adem:fu de

acumulación de nretales .pesados, desechos domésticos y agrícolas (Pardo .et a1. 2008).

Esta degraifación ha tenido un ñrcfte impacto en la fauna del río Maipo, durante los

ütimos 3O años se ha demostrado una reduccién significativa de la riqueza y abundancia

de especies db peces en esta cuenca (Muñoz 2A07). üna de las especie que ha mostrado

una funportante.disminución ds su..abundanci¿ es .el pejerrey ts.asílicbthys .micro:lepidohts

(Joryns 1841), un aterínido endémico de Chile, que actualmente se considera como

especie v.ulnerable {Minisferio de Medio Ambiente Chile 2016). Esta especie habita en

lagos y rios desde los 28'a los 39'S (Vé1iz et al 2012.\, se alimeotan de larvas de

insectos, pequeños invertebrados, algas filamentosas y detritus (Duarte et al. 1971;

Baharnondes et al. 1987). Vega-Retter et aL QAL$ estudiaron 7 sitios que presentaban

individuos de B. rnicrolzpiilolus. Una caracterización fisicoquírnica moshó que 5 (PU,

tl\[ PN, SFM, MA) de los 7 §itios presefltarox características de no contaminados y los

o*" 2 rif66:'(MEI-, PEL) presentaron características de contaminados. Asociado a esto,

un aruálisis de estructura poblacional realizado con la v¿riabilidad alélica de

microsatéIites moslró la presencia de 5 posibles poblaciones, 3 habitando zonas no

eoatamimdas {FU, IN{+N, SFM-MA) y dos áabitando.las zonas contaminadas (lVfEL,

PEL) (Vega-R€tter -et atr" 201zl). Vega-R.etter.et a:1. {2A15) rcaLizó un escaneo genémico

utilizando "Amplified Fragrnent Length Po§nnorphism. (AFLP), detectando un total de

8 loci (5,37% del total de loci) candidatos de estar bajo selección posiblemente ligado a

la contaminación: .6 loci (4,0yo\ bEo :selección direccio¡al y 2 loci (1,34%) bajo

seleccién balanceada. Es irtrpoitante teoer en cueÍta que dife¡entes loci mostratotr €star
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bajo selección direccional en cada sitio contaminado lo cual puede ser reflejo de las

diferencias en el tipo de contaminación presente en cada sitio contaminado.

Posterior:nente, utiiizando RNA-seq, Vega-Refter (20i4) detenninó una expresióa

diferencial en seis .genes, cuatro de.ellos sobre-expresados y dos sub..expresados en

individuos de B. microlepidorus habitarido los.sitios contaminados de la cuenca de1 rlo

MaiBo. .Uno de los genes que presentó una alta sobre .expresién fue .el gen Ornitina

descarboxi[asa (ODC), en particula m el sitio coütaminado MEL. La enzima üDC es-la

llave enzimática en Ia síntasis de poliaminas, catalizaodo la dssca¡boxilación de la L

omitina a putrescinq prEcllrsor inmediato para la fonnaciór de las poliaminas

espermidina y espermirra (Idanen et al 1976). Las poliaminas son una familia dE aminas

alifáticas que estin presentes naturalmente en la mayoría de los organismos. En las

células normales, las poliaminas son esenciales para el lranterrimieato; proliferación y

difcrenciación celülar y err la a?optosis, también se caracterizan por su papel etr la

síntesis y estabilizaeión de ADN, ARN y protelnas Slerrera et al. 2014), Sin ernbargo,

se han enconfuado elevadas co¡centraciones de poliaminas en muchos tipos de células

cancerosas, y se ha derrostailo que son necesarias para la transformación neoplásica y

:.también la angiogenesis, por lo taato, elevadas ooncentraciones de poliaminas

proruuwer el crecimiento tumoral y la rnetrístasis (Brown et aI. 2009; ZelL et al. 2009).

-Estudios on ratones, han demost¡ado que la sohre expresión del gen ODC es suficiente

para la promoción de tumores y el desarrollo de cáncer en diversos tejidos (Auvinen et

al. 1992, O'Bríen et a1. 1997). Estudios.en hunnanos, ha¡ documentado que la sustitución

de un soio nucieétido en la base 316 (de.guanina a adenina) del gen ODC podría estar
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asociada con una mayor expresión y por lo tanto con un importante aumento en el riesgo

de cáncer. La variación se ubica en el intrón proximal 1, se encuentra en una región del

§en responsable de la activación transcripcionai por el producto proto oncogén c-myc

@ello-Fernandez etal. 1993). Estudios funcionales indicaa que el alelo definido por A es

¡o¡is activo en ensayos de transfbcción que ei alelo que contiene G en esta posición

(O'Brian et al. 2004),. Visva¡athan et al. (2OO4) indicaron que existe una asociación

significativa de los genotipos que poseen el alelo A (AA o AG) de la ODC, con un

aumento de riesgo de c¿ínoer de próstata en los hombres qüe eran fumadores, lo que

indica una interacción gen ambiente. Este antecedenle es posiblemente el único

publicado que relaciona un alelo en particular de1 gen ODC con una mayor

predisposición al cáncer.

El análisis RNA-seq de Vega-Retter (2014) detectó ademrás dos posibles SNPs entre

i¡dividuos habitando zonas contaminadas y no contaminadas de la cuenca. Uno de los

SNPs está ubicado en el gen Citocromo c oxidasa subunidad I (CoT);observá¡dose que

los individuos habitando zonas no contaminadas poseen 1ma Adenina, mientras que los

i¡divíduos de los sitios contaminados poseen una Guanina. EI otro SNPs se encuenha

ubicado en el gen Nadh deshidrogenasa subunidad V G\rD, y presenta una Guanina en

los indiüduos de iáreas contaminadas, mie¡tras que los peces de las zonas no

contaminadas presentaü todos los nucleótidos. COI y ND5 son genes mitocondriales y

forman parte de las enzimas de la cadena transpofadora de electrones (Bremer et al.

20f4). Se ha descrito selección de SN,Ps en el gen nuclear Ciclina Gl y en el gen

mitocondrial Nadh deshidroganasa subunidad II en 1a perca amarilla silveshe P¿rc¿



Jlavescens producto.de'la contaminación con altas concentraciones de cadmio (Cd)

{Báanger-Deschéneset a1: 2013), y en Fundulus heteroclitus se observó 1a selección de

un SNP del gen nuciear Receptor de aril hidrocarburos 2 (A}IR2) en individuos

provedentes de sifios altamente contaminados con hidrocarburos a¡omáticos policíclicos

(PAII) (Rietzel er. al20l4).

Considerando todos los ¿ntecedentes expuestos, y dadas 1as imporüantes consecuencias

biológicas tants de,una sobre-expresión,del gpn ODC coúcs de la presencia de SNPs en

Ios genes r¡ritocoadri¿les COI y ND5, en esúe estudio se analiza Ia variabilidad genética

taüto de Ios genes mitocondriales COT y NDS,.corno del gen nuclear ODC uülizando un

mayor tamañb muestreal, eon ei propésito ds validar los §NPs encontrados en el estüdio

trneüo En 1os genes mitocondriales y adernásobservar posibles cambios en la frecueflcia

de álelos y genoüps en el gen nuclear assciados a la co¡rt¿minaciorr de Ia suenca:

IilPOT§SI§.

I¿ contaminacién de la cu€aca del rio Maipo tiene mr efecto seiectivo sobre la

variabilidad de las secueacias de los.gemes mitocondriales COI y ND5 y eJ gen nuclear

ODC al comparar ihdividuos de .B. microlepidotus proverierúes de sitios contaminados y

no oontarninados de Ia cuenca del río. §e espera por 1o tanto que los ganes rnencionaclos

estéo iavolucrados en geneft¡{ lllra resplresta adaptafiva de B. tnierolepidotus a la

co¡tamiaacién
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OBJETIVO§.

Objetito general.

Determinar el efecto selectivo de ia contaminación sobre ios genes mitocondriales col y

NDS y el gen nuclear oDC en individuos de B. miÚolepidotus que habitan zonas

contaminadns de la cuenca de1 rio Maipo.

Objetivos específicos.

o Determinar la vatiabilidad de los genes COI, ND5 y ODC en individuos de B'

nicrolepidotus provenientes de los sitios contaminados y no contaminados del

río Maipo.

. Evaluar si existe diferenciación genétioa entfe los grupos contaminados y no

contaminados del río MaiPo'

o Evaluar si existen haplotipos bajo selección por efecto de la contaminación en

los genes mitocondliales COI y ND5

. Identificar alelos bajo selección por efecto de la contaminación en el gen nuclear

ODC

MATERIALES Y N4ÉTODOS.

Número de individuos por población y dilucién de las maestras de DNA stoclc

se obtuvo DNA de individuos del pejerrey Basilichthl's microlepitlotus provenientes

desde cuatro poblaciones hahitando Ia cuenca del do,Maipo, dos pohlaciones habitando

sifios conlamioados: Melipilla 0lv,lnl) - Puenfe Pelvin (PEL) y dos poblaciones
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habitaado sitios no contaminados: trsla de Maipo (IM) - San Francisco de Mosüazal

(§FM). Mayrr inforrnación coR respecto a la obtención de1 DNA y de los lugares de

mnestreo se describe en Vega.Retter ef al. (2014). En total se obfirvieron 86 individuos:

U, .de NlEL,2lde PEL, 22 de M. y 21 de §FM. P"¡evio a la.reacción PCR, el ADN se

diluyó, a una coaceatoaaiéa final aprox . de'63 nglpL.

Preparación partidorcs Gen COI, ND-5 y'ADC.

Con el fin ds determiaar diferencias en las frecuencias de haplotipos y alelos entre la§

poblaciones del pejerrey, se analizaron dos genes mitocordriales: Citoc¡omo c oxidasa

subunidad I (COI) y Nadh deshidrogenasa subunidad V (N,AD}I), lss cuales mostraror

evidencias de presentar selecoión de haplofipos .€n peces colectados en zsnas

contaminadas, en rel¿ción a los peces que habitan zonas no contaminados (ver Vega-

RÉft€r 2OI4). Ad€más se armlizó el geo nuclear Omili¡a descarboxilasa (ODC), el cual

presentó.una considerable sobre. expresión en peces .colectados en zonas contamin¿idas

(ver Vega-Retter 20 14).

Los partidores para los tres genes fueron generados a partir de las secuencias de mRNA

obtüridos del análisis de RNA-sq (Vega-Retter&V é\iz 20L4\. Se utilizó la heramienta

'!,rimer-BI-AST" de Gentank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para ubicar dentro de

esÍas secüencias partidores que tr,rvieran una. telnp€ratura de alinea¡¡riento de 60pC. Fara

el gen COI los partiiiores fueroa: Foñryard: COIF-6523: TCC TAT TTA CAG TGG

GCG,GC, Reverso: C0,lR-7168: CCA C4,4. CTC TGC CTC GAC AA. Para el gen

NADII los partidores fi¡eron: Forward: ND5F-1232I: ACG CCG ATC CCT TTA TGA

ACC, Reverse: ND5R-1307ü: TGC GGA TAT CTT GCT CGT CA. Ambos genes
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mitocondriales fueron secuenciadbs en una única dirección, forward. Para el gen ODC

Las secuencias de los partidores fueron: Forward: Omithine-3F: CTT TGG CAT CCC

TGG GAA CT, Reverse: Omithine-3R: GAG GGC TCG GTT GAT TAC TG. Por

tratarse de un gen nuclem, ODC se secuenció en ambos sentidos como método para

corroborar la veracidad de las posibles mutaciones.

PCR de secuenciaclón y obtención de las secuencias-

Se reaiizaroa las PCRs siguiendo el protocolo esürdar: Buffer 1x (Invitrogen), 3,2 nM

de M.gCI2, 0,2 UÁrL de dNTP, 5 pmol de prirners directo e inverso, y Ql U/pL de Taq

ADN pollmerasa (nvitrogen). La reaccón de FCR (en 25 pL de volumen linal) irnplicó

l]o paso de desnaturalización de 94oC durailte 3 mi4 seguido de 30 ciclos de 94'C

durante 30s, 60'C durante 90s y 72'C por 90s, con ua paso de eiongaoión f,mal a 72"C

durante 10 mi¡- Se con¡probó los productos de ias PCRs de secuenciación en.geles de

agarosa. Luego los produclos de ?CR fi:eron en¡¡jados a Macrogen Iae

$alsllaasaSc!"gald para 1a secuenciación.

Alineamiento, secuencias eonsenso y delertninacién de SNPs.

Se alineó 1as secuencias de los 3 genes utilizando e1 softwa¡e Proseg v. 2.91 (Filatov

2002)- ED el caso del gen GDC, se construyé 1as secuencias coüssnso, a partir de las

s€euericia .rev€rse y forward,, como métsdo para corroborar la veracidad de los Sl{Ps

eacoatradss. Ea los gones mifocondriaies las nrulaciones se veriñcaron rnanualnente y

solo frerori,aceptadas en los lugares donde las secuencias no tuvieron ambigiiedad de los

peaks.
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Por tratarse de un gen nuilear, los peáls superpuestos del gen OCD corespondieron a

individuos heterocigotos para una determinada posición. Ademris, se corroboró la

existencia de inserciones y.deleciones (indel). Se utilizé la nomenclaü¡ra ITIPAC para

denominar las mutaciones en .que.dos ,o más bases son posibles para una misma posición.

Finat¡erte Ia determinación de cada alelo se realizó utilizando el procedimiento Phase

implementado en el software DnaSP V.4.'9 {Rozx 1999). Para simpleza de la entrega de

la informaoión, cada alelo observado se nombró con 5 camcteres repres€ntando cada

diferenci¿ observada entre alelos. Por ejernplo él atrelo G--GT, muestra las mutacisnes

G, G y T ubicadas dentro .de la secuencia del gen OCD y los "-' represenlan la

presencia del indel en este alelo.

An¡ilisís d¿ datos genes mitocondriales;

A partir de las. secuencias alineadas, se identificó y corroboró la veracidad de las

mutaciones. Se calculó la diversidad genética, número de mutaciones y número de

haplotipgs para cada población cof el softwere DnaSPv.4.9: Luggo se construyó una red

de haplofipos con el software Network v.4.2 (Forster et al. 2007). Par¿ detemrinar

diferencias en 1as frecuencias ha¡ilotÍpicas entre individuos colectados desde los sitios

co¡rtaúirlados y tro corlarninados, se realizó un aniiJisis de varianza molecular

p,§íOYA) con el software r\dequin v.3.5 (§chneider et aJ. 2000). Para este aaiilisis,

cada sitio estuvo anidado en i¿ condicién eontaminado vs no contaminado- Luego, se

realizé r¡n ,anráüsis por pares, para el .cuai se estimó eI índice F51 y la significancia

¡xtadisfi,ca coa 5000 p€rmuta€ioaes. Finahnente se calcularon los test .de Tajima
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(Tajima1989) y de Fu and Li {Fu & Li 1993) con e1 software DnaSP v 4.9, pxa

determinm si las mutaciones estrin bajo neutralidad.

Aruilisis de datos gen nwlear (ODC).

A patir de las secumcias se construyeron los genotipos de cada uno de los individuos.

Sb estirnó el nirnero de .alelos .observados, los heterocigotos observados y esperados

para cada uno .de los sitiss. Finalmentg se comparé las f,recuencias de heterocigotos

observ,ados y esperados enoada. uno de 1os sitíos analizados, .psts utilizando eI indice En,

el c¡¡al nos entrega una idea ace¡ca de posibles desüaciones al equilibrio [{ardy-

Weinb.erg. Este c¿i¡cu¡o se realizó con el prograrna Arlequin v" 3-5 y su significancia se

estimó utilizando 5000 permrilaciones. C¡rúo hétodo de verifica¡ión, se comparé los

valores de Fis obseryados para OCD con aquellos publicados pol Vega-Retter et al.

{2O14} en las mismas poblaciqrÉs pero ufilizardo microsatelites: Csn esta iflfoñnación

se consúuyé. ademiis una red de alelos utilizando ,el soff:ware Network v, 42. Pma

determinar diferencias en las frecup¡cias haplotípicas entre indiüduos col.ectados desde

los sitios contaminados y no contaninados, se realizó un anrílisis de la va/rat¡za

moleeular (AMOVA) con el.softwáre Ailequin v.3,5 (Schneider et al. 2000): Para este

anrá*isis,.eada sitio ests¡vo anidade ea la coÍdición eontaminado vs tlo €Gntarninads.

Luego, se rcatrizó un anátrisis por par€s, pam el cuai se estimó el índioe Fs1 y la

significancia estadística con.5000 permutaciones
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REST'LTADOS.

Gen Citocromo c oxidasa subunidad I (COI).

Se obtuvo una secuencia de 579 parcs de bases sin ambigüedades ni indels, el número de

fudiüduos secuenci¿dos con éxito se muestra en la Tabla 1. Para este gen se detectsrofl

tres sitios mutacionales: i) 108, ii) 174 y ii\ a32. La mutación 108 (G por A) se observó

rinicamente en la población de MEL, mientras que las mutaciones 174 (C por T) y 432

(G por A) se observa¡on en las poblaciones MEL y SFM. En los sitios IM y PEL los

individuos oo presentaron mutaciones pafa este gen. Cabe destacar que el sitio MEL

presentó las tres mutaciones encookadas para el gen COI.

Tabla 1. Número de individuos (n) de B. nicrolepidotus analizados desde cada sitio de

muesfteo. Además. se muestra el Iargo de la secuencia obtenida para cada uno de los

genes estudiados.

COI ND5 ODC
(s7e pb) (óss pb) (83e pb)

Condición Cuenca n

No Contaminado 2l

Cortaminado

IM

SFM

iVIEL

PEL

21,

,o

l8

21

20

21

2i

T9

19

l7

2t

TOTAL

l2

7680 83



Para todos 1os sitios, se observó un bajo nrimero de haplotipos y sitios polimórficos,

siendo MEL el sitio qr:e presentó el mayor número de haplotipos (h=3) (Tabla 2), La

diversidad haplofpica calculada fue cero en ios sitios IM y PEL, debido a la existencia

de un único haplotipo en estas poblaoiones. Los resrftaCos de los aniílisis de neutralidad

(Tajima y Su's) m mosttraro:l ,€videacia§ .esf¿dísficas que perxoifan rr,chaza! l

neutralidad (Tabla 2).

'labla 2. Resumen de ias car.acterísticas genéticas del gen COT obtenidas por sitio. n:

riri,merode muestr¿; h: niíimero de haplotípos; S: núimeio de sitios polimórfims; Hd:

diversidad lmplotípicq K: número prornedio de diferencias nucleotídicas; Pi: diversidad

nucleotídica.

Cue¡rc¿ n hSHd pi Tajima Fu aad Li

Contaminados MEL 18 3 3 ,3?5 0,502 0,00087 -0,686'77 0,927:1s

PEL

No cmtamin¿dos IIvf

SFM

11 I 
^ 

f)ñn

21 1 0 0,00

)fi ) ) {116)

0;000 0;0es0

0,000 0,0000

0,523 0,00090

0;00000

0,00000

4,21236

o,00000

0,00000

0,70567

,áoE dixL$', 't/Ar -.)\

..-*mr@¡-,
Z c.ÉN»l:- ¡i"iCsL:
\i .9/t
\g DEcY
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La red de haplotipos (Figura 1) muestra que el haplotipo más frecuente (H1) está

presente en todas las poblaciones, además no existe un haplotipo de alta frecuencia

asociado a una única población o bien asociado a la condición de contaminado o no

contaminado

Coruaoinados

I psr

I r"mr

No Cootmimdos

N{
SF}{

Figura 1. Red de haplotipos realizada con secuencias del gen COI. Se observan 3

haplotipos (Hl, H2 y H3). El haplotipo Hl fue común en los cuako sitios mueskeales.

El haplotipo H2 se observó solo en el sitio MEL (contaminado), mientras que el

haplotipo H3 estuvo presente en ambos gnrpos en SFM (no contaminado) y MEL

(contaminado). Los números en rojo entre los hapiotipos indican la posición de la

mutación que diferencia a los haplotipos.

I
tr

i1 I
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El AMOVA nos permitió determinar a qué nivel se paficiona de forma significativa la

varianza. Este anáiisis mostró un valor negativo, el cual puede ser considerado como

valor cero, entre la condición contaminada y no contaminada Por otro lado indica que

existe un 6.62%;o de la va¡tanza explicada por las diferencias entre sitios dentro de cada

csndición. Los índices F mostraron .esta diferencia: Fcr: -0,04016, P : 1.00; F5q =

O.ffi364, P:0.03128 (Tabla 3).

Talbla3. Anáisis de la Varianza Molecular realizado para el gan COI.

Df % de variación

Entre los gnrpos 1 4,O2

Entre las poblaciones cientro de los gn:pos 2 6,62

Dentro de las poblaciones 76 97 AO

TOTAI 79 t00

El anrilisis de Fsr por pÍües (Tabla 4) mostró diferencias estadísticas siglificativas en la

ftecuencia de los haplotipos enh€ IM (sitio no contaminado) y los sitios SFM y MEL

(sitio no contaminado y contaminado respectivamente). Este patrón no muestra una clara

diferenciación asociada a la condición de contaminacién para este gen.
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Tabla 4 Valo¡es de Fsr pareados (sobre la diagonal) y sus respectivos valores de P (bajo

la diagonal), obtenidos para el gen COI. (*P<0,05)

Con-raininados No contaminados

Sitios MEL

Contaniirados MEI-

pFl n t 0316

No contaminados IM 0,03356*

sFM 0,48847

PEL IM

0,05733 ú,1032'7

-o nt 5<7

0,99990

0,2t879 0,04604*

SFM

-0,009,49

n n IRt 5

0,07131

Gen Nailh deshidrogenasa subunidad Tl (NDs)

Se obtuvo una secuencia de 655 pares de bases sin ambigúedades ni indels, el número de

hdividuos secueociados con éxito se mu€stra en la Tabla 1. Para este gen se eflcortraron

meve sitios mutacionales, de los cuales 3 ñ¡eron únicos para los sitios contami¡rados, en

las posiciones: i) 24I la cual ccurre solo en MEL (C por T);ii) 524 ocrure sólo en MEL

(C po¡ T);iii) 538 ocurre sólo en MEL (C por T). En los sitios no contaminados 2

mutaciones fueron únicas. en 1as posiciones: i) 493 ocurre en IM y SFM (T por C); ii)

583 ocurre en IM y SFM (C por T).Mientras que 4 mutaciones fueron compartidas por

arcbos grupos: i) 268 ocune eo todas las poblaciores (C po¡ T);ii) 355 ocurre eñ MEL y

SFM (T por C);üi) 532 ocure en todas las poblaciones (G por T); iv) -571 ocurre en IM

y MEL (T por G).En general todas las mutaciones se encontrarotr en baja fiecuencia. El

sitio MEL presenta la mayoÁa de las mutaciones al igual que lo observado para el gen

COI-
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Un resumen de las caracterlsticas genéticas obtenidas por sitio se muestra en la Tabla 5.

El sitio MEL presentó el mayor número de haplotipos (h=7) y PEL el menor número

(h:2) ambos sitios ubicados e¡ la zona contaminada, mientras que ambos sitios

contaminados (IM y SFM) presentaron el mismo nrfu¡ero de haplotipos (h=5). Los test

de neuüalidad no ñre¡on significativos por Io que no se puede descartar Ia neutralidad de

las mufaciones en todos los sitios (Tabla 5).

Tabla 5. Resumen de las características genéticas del gen ND5 obtenidas por sitio. n:

número de muestras; h: nümero de haplotipos; S: número de sitios polimórficos; Hd:

diversidad haplotipica; K: nirmero promedio de diferencias nucleotídicas; Pi: diversidad

nucleotídica-

n hSHé Pi Tajima Fu and Li

Contaminados MEL 21 7

PEL 21 3

No contaminados EvI 21 5

sI'M 20 5

7 0,827 1,993

2 0334 {t.,s67

s o,s34 ,!22

5 0,738 r ,r 85

0,00306

0,00086

0,00217

0,00r 81

0.20327

0.40901

0;56226

0,0r975

t,30884

u76s79

t,t1246

1,r r690

La red de haplotipos (Fig. 2) muestra los t haplbtipos observados para este gen, tues de

estos foeron únicos para MEI- (H_6, H_7 y H_8). Sin embargo, los haplotipos de mayor

frecuencia (H_1, H_3 y H_4) fueron compartirlos por todos los sitios. Esta evidencia

muestra qu€ no hay un fiaplotipo del gen ND5 asociado a la condición de contaminado o

no contaminado.
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H-i a

+

neo
I Pxl-

I ¡.cr

lrv
E srv

Figura 2. Red de haplotipos para el gen ND5. Se observan t haplotipos. Los haplotipos

Hl, H3 y H4 fueron comunes en los cuatro sitios muestreales. Los haplotipos H6, H7 y

H8 fueron únicos para el sitio MEL (contaminado). El haplotipo H5 fue único para el

sitio IM (no contaminado). El haplotipo H2 se observa únicamente en IM y SFM (ambos

no contaminados), y el haplotipo H9 se observa únicamerite en MEL y SFM

(contaminado y no contaminando respectivamente).

El AMOVA (Tabla 6) mostró un valor negativo para la varianza explicada por la

condición contaminado vs no contaminado. Además moskó que un 17.13% de Ia

varianza era explicada por las diferencias entre sitios dentro de cada condición, los

índices F muestran esta diferencia: Fcr--0,06937. P:0,70186; Fsc:O.16019. P<0,001.
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Tabla 6. Auálisis de la Varianza Molecular para el gen ND5.

Entre los gnrpos

Entre las.poblaciones dentro de los gruoos

Dentro de las poblaciones

Df Yo de yar¡apión

i

2

'79

-6.94

17.13

89.81

TOTAL 82 100

El resultado del aniílisis de Fsrpareado (Tabla 7) no moshó una diferenciación entra los

sitios csnra¡ninarlos y lio contanrinados. Esta evidenci¿ ss clara al no detecta¡se

diferercias slgnificativas entre el sitio MEL .(contanrinado) y §FM (no contami.nado)

siendo su valsr de I5r : '6,625* y el valor de p : 0.1'8077 . Este patrén fue similar a 1o

enconkado para ei gen COI, por 1o que, la:condicién de ;contaminado. de los sitios (PEL

y lvl0l-) no.estaría ¿ftetando la .fr.ecuencia haplotípicaen ambos genes mitocoadriales.
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Tabla 7. Valores de F5l pareados (sobre la diagonal) y sus respectivos valores de P (bajo

la diagonal), obtenidos para el gen ND5. (*P<0,05).

Contaminados No contaminados

Sitios MEL

Cont¿minados MgL

pFr 0 00069*

No contaminados IM 0,00208*

sFM 0,18077

PEL IM

0,21955 0,14304

o o1 1Á4

í1 )R))a

0,00218+ 0$2534+

SEM

4,02539

o ?n10?

0,09587

Gen Am ina descarboxilasa (ODC).

Se obtuvo una secuenci¿ de 839 pares de bases sin ambigüedades en los 76 individuos

analizados (Tabla 1). En algunos alelos se observó un evento de iuselción-deleción

(Indel) en Ia posieión 360 (Timina) y 361(Citoctua). Por hatarse de un gen nuclear, al

analizar las secuencias (en fornrato Proseq), los peak superpuestos encontrados en el

histograma, corresponden a los alelos para ese locus y por 1o tanto, ooresponden a

individuos heterocigotos. Para este gen se encontró cinco sitios mutacionales, dos de

ellos correspondientes al Indel y Ees sitios que presentaroo superposición de bases en el

histograma: i) 106 (bases A y Ci, ii) 374 (bases G y C) y, iii) 585 (bases T y C). Los

cinco sitios ¡nutacionales dieron origen a 6 alelos (GTCCC; GTCGT; ATCGC; G-GT;

G**GC yGTCCT) y a pafiir de ellos se enconkaron I 1 genotipos, 3 homocigotos

(GTCGC,GTCG; ATCGC,ATCGC; G--GT,G--CT) y t heterocigotos
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{GTCGC,GTCGT; GTCGC,ATCGC;G-GT,G-_{C;GTCGC,GTCCT; GTCGC,G-

GC; GTCGC,G-GT; ATCGC,G-GT; GTCCT,G---GT).

En la Tabla 8 se muestra Lln resumen de las características alélica dei gen ODC..En

general, se observa que ios sitios contaminados tienen meno¡ diversidad haplotípica

(Hd) y número promedio de diferencias nucleotidicas (K) que los sitios no

contaminados. Lcs test de Tajima y Fu's no mostraÍon evidencias estadísticas que

rechacen 1a neutralidad (Tabla 8).

Tabla 8. Resumen de las características genéticas del gen COI obtenidas por sitio.n:

núunero de muestras; h: número de haplotipos; S: nurnero de sitios polimórficos; Hd:

diversidad haplotípica (genética); K: número promedio de diferencias nucleofüca; Pi:

diversidad nucleotídica.

If A IJ,{ w Di E,, --.{ I ;

Contaminados MEL 17 4 3

PEL

No contaminados IM

§FM

2

2

21 3

t93
194

0,487 0,599

§222 0,229

A;586 0,671

0.64'7 0,912

0,00072

o,00027

0,00080

n nn1 no

-o,4t765

4,9647

0,78s84

lt 41 t11

0,93449

$,76579

0,77710

norl§l

La red de alelos realizada para el gen ODC (Fig. 3) mostró dos alelos únicos para la

población PEL (H6 y H7) pero de baja frecuencia, observados en sólo un individuo cada

alelo. Se observó adeiaris un alelo riuico er 1os sitios no contaminados (H5), pero
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también de muy baja frecuencia (2 individuos de IM y 7 de SFM). Los alelos más

colnunes estuvieron presentes en todos los sitios.

H 6.
I{-r(G

'-'G, '',-, 3 m,
rhd
LI SFM

a' .{a

Figura 3. Red de ¿lelos realizada para el gen ODC.

El análisis de AMOVA (Tabla 9) mostró que w 5.71Yo de la varianza fue explicada por

la diferencia entre grupos (contaminado vs no contaminado) y 4.14 % de la varianza fue

explicada entre sitios dentro de los grupos. Los valores de F evidencian que no existe

una diferencia significativa entre los grupos ni entre los sitios: Fcr0.05712, p=¡.33rrO'

Fsc=o.04396, p=0.0581.
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Tabla 9. An¡ilisis de la Varianza Molecular para el gen ODC.

Df %o de variación

Entre los grupos 7 5,71

Entre 1as poblaciones dentro de los grupos 2 4,14

Dentro de las poblaciones 148 90,14

TOTAI 151 100

En la Tabla l0 se muestra el resultado del análisis de Fsr por pares. Se observa que el

sitio contaminado PEL tiene una diferancia sigai.fioativa en la freouencia de alelos con

r€specto a 1os sitios no contaminados IM y S:FM. Además los sitios no contami¡ados IM

y SFM son signilicativamente distintos entre sí. Estos resultados iudican que las

diferencias en las frecuencias alélicas no se asocian con Ia condición del ambiente. En

los tres genes analizados, se observa que no hay una diferenciación genética clara (en

cuanto a la diversidad de haplotipos y alelos) entre el grupo de sitios catalogado como

contaminados y el grupo de sitios no contaminados.
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Tabla 10. Valores de Fsr pareados (sobre la

{bajo la diagonal), obtenidos para el gen ODC.

diagonal) y sus respectivos valores de P

(*P<0,05),

Contaminados No coutaminados

Contaminados

Sitios llEL

MEL

PEL tJ,t7676

0,03355 0,04550 0,02842

0,13891 0,17$43

No contamínados IM 0,1 1 328 0,00i 95* 0.04943

sFM 0,16992 0,00195* A,O3223*

La tabla 1 1 muestla.el resultado del análisis de F¡s, Si bien se observa un número similar

de alelos en todos los sitios, resaltan los valores de heterocigosidad y F6 observados

para eada población. Estos datos muestran que los sitios no contaminados üo prcsentat

dssviación significaii'¡a de lo esperado en equilibrio de Har'dy-Weinberg. Srn embargc,

los dos sitios contaminados mostraron fuertes déficits de heterocigotos, lo cual sugr'ere

un evento de selección positiva a a1gún homocigoto o selección en ccntra de los

heterocigotos.

qEI\ÁIL4
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Tabla 11. Resultados F¡s para cada población. Donde, n: número de muestras, NA:

¡úme¡o de alelos observados, Ho: frecuencia heterocigotos observada; He: frecuencia

heterocigotos esperada.

Condición n NA Ho He PFrs

No Contaminado IM i9 4

SFM 19 4

MEL 17 4

PEL 21 5

0.5789 0.6302 0.108i1 0.297

0.6u.2 0 6440 -0.03540 0.551

0.2353 0.463? 0,515f5 <0.001

0.r905 0.2596 0.28889 <0.00t

Conta rinado

Para obtener una mejor descripcién de la diferenci¿ observada en el test de F¡s, se realizó

un análisis cualitativo de los genotipos. Se detectó 1a presencia de 1l genotipos de los

cuales 9 fueron heterocigotos y 3 homocigotos. En la Fig. 4 se muestra la fi'ecuencia de

Ios genotipos heterocigotos observados en cada una de los cuatro sitios. Se observa gue

los sitios no contaminados (IM y SFM) presentaron más diversidad y frecuencia de

genotipos heterocigotos que los sitios contaminados (MEL y PEL). El sitio IM presentó

5 genotipos ftetero*igoios de i¡n ioial de 8 geiioiipos posibies, el genotipo GTCCC,

ATCGC es el rrrrís representativo de la poblacióo son ruul frecue¡cia de 37 %. ÉL sttio

SFl"l presenté 5 gen$ipos heterocigotcs siendo el genotipo GTCGC, GTCCT el más

represefltativo de la población con una ftecuencia de 26 oá, es impottante notar que en
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los sitios contaminados ro se observó presencia de heterocigotos oarentes del alelo

GTCGC.

Figura 4. Gráfica de burbujas dc los genotipos heterocigotos del gen ODC para las 4

poblaciones. El tamaño de la burbu-ia es una iiustración del número de individuos que

tiene cada genotipo, por este motivo los genotipos menos frecuentes no se observan an la

gráfrca ya que las burbujas más grandes se superponen. Las frecuencias de este gráfico

se complementan con aquellas de la Figura 5.

En la Fig. 5 se muestra un gráfico de burbujas para los genotipos homocigotos presentes

en cada r¡na de las poblaciones. Los cuatro sitios tnuestreales presentaron la misma

diversidad de genotipos homocigotos, sin embargo, ambas poblaciones contaminadas
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tienen mayor frecuencia de individuos homocigotos que las poblaciones no

cont¿minadas. El genotipo GTCGC,GTCGC es el más frecuente en ambas poblaciories

contaminadas, con un 59% y 76%. de los individuos de MEL y PEL presattando este

genotipo, respectivamente. El genotipo con el Indel (G--{T,C-GT) no mostró

variaciones importantes en su liecuencia eritre sidos contaminados y no contaminados,

variando entre 8 y 20yo. EL genotipo ATCGC,ATCGC estuvo presente solo en I

individuo del sitio IM.

6enotipos Homocigotos
1,O00

o,800

0,60ü

o,4{ro

o,2ü!

op0o

{,200

O GTCGC , GTCGC

. ATCGC . ATCGC

O G55GT, G55GT

No co¡rtaminados Contan¡i¡rados
Pobl¿rio rre ¡

Figura 5. Gráfico de burbujas de los genotipos homocigotos del gen ODC para los cuaúo

sitios estudiados. El tamaño de la burbuja es proporcional al número de individuos pcr

sitio.
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DISCUSION.

Genes mitocondriales (COI y ND5),

Los análisis re¿lizados para evaluar ol efeclo de la contamiaación sobre la variabiliclad

gerrética en ambos loci mitocondriales, mostraron que: i) no se detectó diferencias en la

f¡ecuencia de haploiipos entre los grupos (contaminado y no contaminado), ni tampoco

enúe las poblaciones dentro de los grupos, ii) no se encontró haplotipos únicos y de aita

frscuencia asocia<íos a aigún tipo de contaminación, iii) en general todas las poblaciones

mostraroa un bajo número de haplotipos o baja diversidad genética con ex€epcióa de

MEL (contaminailo) y iv) Ias rnutaciones no mostraron desüación a lo esperado ?or

neutralidad, por 1o tanto, la frecuencia de estas mutaciones varía por efecto del azar y no

por selección natural.

Basado en lo anterior, los resultados en esta tesis no permiten aceptar la posible

seiección de SNPs observados por Vega-Retter (2014) en ambos genes mitocondriales

ea B. microlepidotus. Esta diferencia puede deberse a que los SNPs encontrados por

Vega;Retter {2014) fireron falsos positivos, probablemente .debido al bajo núrnero de

üuestras con las que se realizó el RNA-Seq.. en e1 cual se utilizó 6 peces obtenidos eu

lugares ccntaminados y 5 desde lugares no ecntaminados. Por lo tanto, el bajo nrirnero

de muesfias podría sesgar los resultados .e inftuir en la detección de ve¡daderos SNPs

bajo seleccién.

Por otra parte, €ste trabajo detecté una baja diversidad genética (en arrbos ioci

mitoconclriales) en las poblaciones de -8. m.ioolepidatus habitando el río Maipo. Esfe
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hecho podría ser explicado por la historia de cambios dnisticos en los tamaños

poblacionales históricos ylo contemporáneos. En este contexto, e1 análisis de loci

rnicrosatéItes realizado por Vega-Retter et al. (2014) en los mismo sitios de estudio,

muestran que el tamaño efectivo contemporáneo es significativamente menor que ei

histórico. Cambios contemporáneos de los tamaños poblacionales fueron descrito para

B. mícrolepidotus en 1os últimos 30 años (Muñoz 2007), lleglíndose a considerar a esta

especie en un estado de conservación vulnerable (M'in'isterio del Medr'o Ambiente 2016).

La contaminación podría ser señalada como una de las causas en la reducción del

tamaño de la población de B. ,microlepidol¿ls y su consecuente pérdida de diversidad

genéüea. Casos similares han sido repodados por Murdoch & Hebert (1994) a través de

enzimas de r€stricción para ADN mitocondrial, quienes detectaron una menor diyersidad

de haplotipos en individuos de Anteiutws nebulosus provenientes de sitios contaminados

con hidrocarburos arom¡iticos en el "Great Lakd', al ser comparados con individuos

habitando sitios no co¡taminados. I-os autores prloponen que, en el pasado. la

contaminación redujo considerablemente el tamaño de la poblaciór1 r'esultando en la

reducida diversidad genética del presente ("cuello de botella"). En nuestro caso, Vega-

Retter et at. Q0l4) no enconkó evidencia del efecto "cuello de botella" en ninguna de

las poblaciones estudiadas (las cuales soa las mismas utilizadas en esta tesis). Cabe

destacar que debido a 1as características geográficas de los hábitats de agua.dulce, en

algunos casos las barreras natu¡ales impiden fuertemente la dispersión de individuos,

generando poblaciones aisladas y una malcada eshl¡cturación genética de las

poblacione§ (Youngson et al. 2003, Mank & Avise 2006). En estos casos las poblaciones
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son má§ sensibles a las perturbaciones ambie¡tales y estiín más expuestas a reducir su

tamaño poblacional y disminuir su diversidad genética (DeWoody & Avise 2000).

En resumen, los resultatios de esfa tesis no permiten aceptar parcialmente mi hiEfesis

i¡icial en cuanto a que la cont¿minacióo tjene un efecfo selectivo sobre las mutaciones

encontradas en ambos loci mitocondriales.

On itina descarboxilasa (ODC).

Contradamente, nuestro estudio de genes nueleares con el gen ODC, s,i evidencia

diferencia entre ambiefltes contaminados y no contaminados, así los sitios contaminados

mostraron: i) déficit signiñcativo de heterocigotos, ii) una mayor frecuencia del genotipo

GTCOC, CTCGC iii) eonsiderable reducción de la frecuencia de. heteroeigotos eon el

alelo GTCGC en los sitios cont¿minados y iv) la fotal ausencia de heterocigotos sin el

alelo GTCGC.

Basado en lo antarior, el gen ODC sí permitiría evidenciar selección en los peces

expuestos a contarninación. Los resultados sugieren que el alelo GTCGC podría estar

bajo selección dlreccional positiva por efecto de'la contaminación. A pesar de la

diferencia en el tipo y grado de contar¡rinación preseofe en los sitios conlaminados, en

este €aso observamos el mismo patrén de seiección en el gen ODC en ambos sitios

contaminados. Esto quiere decir que el alelo GTCGC del gen ODC podría estar

inplicado en generar uua respüesta adaptativa a la contaminación en general 
-1¿ 

no a uo

contaminañe en particuiar.
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Un ejemplo similar a nuestro caso fue reportado por Cross & Revorvinos (2003) a través

de loci aloenzimaticos. Estos autores encontraron un déficit significativo de

heterocigotos en los loci Leucina aminopeptidasa (Lap) y Malato deshidtogenasa

Qtddhl) en individuos del bivalvo Ctassostrea angulata habitando zotras altamente

cont¿,minadas con metales pesados, esto en comparación con individuos habitando sitios

no contaminadcs del mismo lugar. Además, en los sitios contaminados, observaron

señales de seleoción por genotipos homocigotos de algunos alelos de estos loci, mientras

los heterocigotos fueron favorecidos en la póblación control. El autor propone que esta

selección podría estar reiacionada con rm proceso adaptativo de los individuos de C.

angu.lata el los sitios contaminados.

Este estudio es un caso controversial, y¿ que se ha demosi¡ado que Ia sobre expresión

del gen ODC prcmueve el desarollo de c¿incer. Por lo talrto, sí la seleeción observada en

este estudio por el aleio GTCGC del gen ODC en los sitios contaminados esf¡viera

relacionada con la sobre expresión observada por Vega-Retter (2U $ en los sitios

contaminados, se podría sugerir que de alguna m¿nera el alelo GTCGC del gea ODC

eshá relacionado cou la fullciéri de la enzirna ODC y por 1o tanto con um disminución

del riesgo de .cánqer. Par:alelamente, otra opcién seria que la selección de este aleio tro

esté relacionada con la sobre expresión del gerr ODC. sino mrás bien al hecho de que este

aleTo favorezca la adaptación de los i¡dividuos a ia contaminación. De manera general

se h¡ observado que poblaciones de peces expuestos a contaminación presentan un

mayor frecuencia de tumores en el estémago, el hígado y además en Ia piel, en

comparación con poblaciones habitando sitios no contaminados (Brown et al. 1973).
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Lamentablemente en nuesho caso, no existen registros en que se demuestre la frecuencia

de hmores en individuos óe B, microlepidofas expuestos a la contaminación. Por 1o

tanto, sería lelevante en esfudios posteriores detennirar la frecuencia de trunores en los

indiüduos de ias poblaciones de hterés habitando el río Maipo.

En resumen, dada la importancia biológica del gen ODC es fundamental determina¡ a

firhno las consecucrcias de la selección del alelo GTCGC in B. mic.rolepidotus,

selección que podría estar relacionad¿ con Ia sobre expresión encontr¿da en los sitios

contaminados o podría estar asociada.cori.otorgar una mayor resistencia en respuesta a la

contaminacióa.

CONCLUSION.

En este trabajo, mi hipótesis inicial en parte no fue corroborada debido a que no se

encontré evidencia de seleccíón por efecto de la contaminación sobre las mutaciones

presentes en ambos genes mitocondriales (COI y ND5). Sin embargo, al estudiar el gen

nuclear ni hipótesis sí fue respaldada, ya que los resultados de los análisis genéticos

sugieren seleccióu düeccional por el alelo GTCGC en los individuos habitando los sitios

contaminados del río Maipo. No obstante con los dotos que se cüentan no es posible

dete.rminar si esta selección estaria relacionada con 1a sobre expresión del gen ODC

observada en ios sitos contaminados y/o si estaría asociacia con una respuesta adaptativa

qle permita geoerar resistencia a 1a contaminación- Estudios fuf.:ros debiesen

concentrarse en deteminar la ñecuencia de turnores en los individuos de las poblaciones

de interés habitando ei río Maipo y en relación al gen ODC.
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En términos generales, este estudio entrega información relevante del efecto de la

contaminación sobre la genética del pejerey endémico Basilichthys microlepidotus, y

puede ser considerada para futriros planes de conservación de esta especie. Además este

tabajo contribuye al e¡rtendimiento general de la interacción entre el medio ambiente y

la genétiia de las poblaciones.
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