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RESUMEN

La contaminacion de los sistemas dulceacuicolas ha generado un gran impacto sobre las
poblaciones que habitan en ellos, desde fragmentacién de las poblaciones hasta cambios
genéticos. Dentro de este &mbito se ha observado que la contaminacion puede actuar como
fuerza de seleccion, cambiando las frecuencias alélicas de distintos genes en las
poblaciones que habitan sitios contaminados con respecto a las poblaciones que habitan
sitios no contaminados. Mediante la utilizacion de técnicas de secuenciacion masiva, tales
como RNA-seq ha sido posible observar seleccion de alelos con hasta una base de

diferencia, cuya denominacion es polimorfismos de nucle6tido simple o SNP.

La cuenca del Rio Maipo ha sido una de las mas afectadas por la contaminacion en Chile,
debido al gran nimero de actividades humanas que se realizan en torno a ella y el gran
numero de personas que la habitan. En esta cuenca habita el pejerrey endémico Basilichtys
microlepidotus, registrandose 5 poblaciones, 2 habitando sitios contaminados y 3
habitando sitios no contaminados. El principal objetivo de este trabajo fue la deteccion y
caracterizacion funcional de SNPs, de B. microlepidotus, asociados a la contaminacion, al
comparar higados de individuos de sitios contaminados con individuos de un sitio no
contaminado. Para esto se compararon individuos de 3 sitios contaminados (IM-MEL-

PEL) con individuos de un sitio no contaminado (SFM).

En la comparacién IM-SFM se detectaron SNPs asociados a procesos bioldgicos
relacionados con obtencidn de energia, mas concretamente en genes relacionados con la

cadena transportadora de electrones. En el caso de la comparacion MEL-SFM, también se



observaron SNPs asociados a procesos bioldgicos relacionados con la obtencion de
energia y SNPs en genes relacionados con la mantencion de la osmoregulacion en
particular en el gen de la subunidad alfa de la ATPasa sodio potasio. En la comparacién
PEL-SFM no fue posible realizar un analisis de enriquecimiento, pero también se
observaron SNPs asociados al gen de la ATPasa sodio potasio. Estas funciones se han
visto alteradas en otros organismos que han sido sometidos a condiciones de
contaminacion y podrian dar cuenta de seleccion de mecanismos que permitan sobrellevar

el estrés asociado a contaminacion en B. microlepidotus.



ABSTRACT

Pollution in freshwater systems has generated a large impact on populations inhabiting
these systems, from population fragmentation to genetic changes. It has been observed
that pollution could act like selective pressure, modifying genes allelic frequencies in
populations who inhabit polluted sites versus populations who inhabit non polluted sites.
By using massive sequencing technologies, like RNA-seq, it has been possible to observe
allele selection with only differences in one nucleotidic base, which has been denominated

as Single Nucleotide Polymorphism or SNP.

The Maipo River basin has been one of the most affected basin by pollution in Chile, due
to the high number of human activities that are carried out around it and due to the large
human population that inhabit this basin. The endemic silverside Basilichtys
microlepidotus, inhabits this basin and 5 populations has been registered, 2 inhabiting
polluted sites and 3 inhabiting non-polluted sites. The main goal of this research was the
detection and functional characterization of SNPs of B. microlepidotus, associated to
pollution. For this, livers of individuals inhabiting polluted sites (IM-MEL-PEL) were

compared with livers of individuals inhabiting a non-polluted site (SFM).

In IM-SFM comparison, SNPs associated to biological process related with energy
obtainment, more specifically in genes related to electron transport chain were detected.
In MEL-SFM comparison, SNPs associated to biological process related with energy
obtainment were also observed, as well as SNPs in osmoregulation related genes, more
specifically in alfa subunit of sodium potassium ATPase gene. Similarly, in PEL-SFM

SNPs in the alfa subunit of the sodium potassium ATPase gene were observed. These



functions were also altered in other organisms living in polluted environments and could
be related to the selection of a mechanism that allows to resist the pollution to which B.

microlepidotus is exposed.



INTRODUCCION

Las actividades humanas han transformado los ecosistemas, tanto desde un punto de vista
fisicoquimico (Bertness y cols., 2002), como a nivel de la biodiversidad (Dulvy y cols.,
2003) e interaccion entre organismos (Lurling & Scheffer, 2007). Dentro de los distintos
factores que promueven estas alteraciones, se ha determinado que existen 5 que afectan a
gran escala: la fragmentacion del habitat, la propagacion de especies exéticas, la

agricultura, la contaminacion y el cambio climatico (ver Sih y cols., 2011).

Los ecosistemas acuaticos son unos de los mas afectados por los factores mencionados
anteriormente. En particular en los ecosistemas de agua dulce, se ha documentado un
aumento del impacto de estresores antropogénicos en lugares densamente poblados (Allan
y cols., 2013). Uno de los estresores clave es la contaminacion, debido a los distintos
efectos que produce en estos ecosistemas y a que gran parte de las actividades industriales
y domesticas se desarrollan en lugares cercanos a cursos de agua. En este contexto, las
actividades asociadas a la agricultura han sido sefialadas como unas de las que generan un
mayor impacto (Cooper, 1993), observandose problemas en el desarrollo de los
organismos debido a contaminantes provenientes de fertilizantes (De Wijer y cols., 2003),
un aumento en interacciones de parasitismo en lugares contaminados con metales pesados
(Poulin, 1992), disminucion del tamafio corporal, cambios en los ciclos de vida
(Moiseenko, 2002), cambios en interacciones ecoldgicas (Scott y Sloman, 2004) e incluso

cambios a nivel genético en los organismos que habitan estos sitios (Mitra y cols., 2018).

En relacion a los cambios genéticos que se han documentado, podemos encontrar

ejemplos como diferencias en los patrones de expresion génica (Mitra y cols., 2018), dafio



mutagénico (Vanzellay cols., 2007) y seleccion direccional de determinados loci (Lind &
Grahn., 2011; Vega-Retter y cols., 2015), entre otros. Podemos definir la seleccién
direccional como aquella que lleva a la fijacion de un alelo, es decir aumenta su frecuencia
en una poblacién en particular (Hedrick, 2007). La seleccion de loci producto de la
contaminacion ha sido observada tanto en experimentos con condiciones controladas de
exposicion a contaminantes, como también en experimentos de campo. Un ejemplo con
condiciones controladas puede ser encontrado en Tatara y colaboradores (1999), donde
utilizando la aproximacion de un mesocosmo sometieron a poblaciones de Gambusia
holbrooki a concentraciones elevadas de mercurio durante 4 generaciones, observandose
seleccion de un alelo en particular del locus Gpi-2, gen implicado en la glucdlisis y
gluconeogénesis. Por otro lado Lind y Grahn (2011) utilizando la técnica AFLP,
observaron que existe seleccion direccional de 8,4 % de los loci estudiados de
Gasterosteus aculeatus, al comparar individuos habitando un sitio contaminado producto
de una planta de celulosa e individuos de sitios no contaminados, pero debido al tipo de
marcador utilizado no es posible determinar las funciones en las que estan implicados

estos genes.

En la actualidad es posible determinar seleccién de loci con una alta precision, debido al
desarrollo de marcadores moleculares que constan de diferencias encontradas en una sola
base de una secuencia genética, los cuales son conocidos como polimorfismos de
nucleotido simple o SNPs por sus siglas. La amplia utilizacion de estos marcadores ha
sido posible gracias al desarrollo de las tecnologias de secuenciacion masiva o NGS, las

cuales han permitido obtener una gran cantidad de datos a un bajo costo (ver Petterson y



cols., 2009). Dentro de estas técnicas se encuentra RNA-seq, la cual permite obtener
millones de copias de secuencias de RNA provenientes de un tejido (Hrdlickova et al.,
2016). A partir de los datos obtenidos con esta técnica ha sido posible descubrir SNPs en
distintos organismos y bajo distintas condiciones (Canovas y cols., 2010; Salem y cols.,
2012). Una ventaja de estas técnicas, dentro del estudio de los efectos genéticos de la
contaminacion, es que no es necesario escoger marcadores especificos relacionados con
contaminacion (ver Bozinovic & Oleksiak, 2011). Es importante mencionar que gran parte
de los estudios realizados con RNA-seq asociados a contaminacion utilizan tejido de
higado (ver Bozinovic & Oleksiak, 2011), debido a su ya conocida capacidad
detoxificante y los numerosos procesos metabolicos que ocurren en él (Grant, 1991;
Argiriadi y cols., 1999; Ikemoto y cols., 2004). En el caso particular de SNPs asociados a
contaminacion podemos mencionar el trabajo de Bélanger-Deschénes y colaboradores
(2013), donde se encontro seleccion direccional de SNPs asociados a respiracion celular
en poblaciones de Perca flavescens habitando zonas contaminadas con metales pesados.
Por otro lado Laporte y colaboradores (2015) observaron seleccion de SNPs asociados a
vias metabdlicas involucradas en la regulacion de esterol, indicando que esto podria
contribuir a la supervivencia de anguilas del Atlantico Norte en sitios contaminados con

materia organica y metales pesados.

En Chile, las problematicas asociadas a contaminacion de sistemas de agua dulce no son
menores, ya que muchas de las actividades industriales y agricolas que se llevan a cabo
en el pais son desarrolladas en sectores cercanos a rios y lagos (Narvaez y cols., 2007;

Ribbe y cols., 2008; Ribeiro y cols., 2014). Un caso particular de este problema se puede



evidenciar en la cuenca del Rio Maipo, que ha sido afectada principalmente por
contaminantes de origen doméstico (Direccion General de Aguas, 2004), lo que ha
conllevado a un enriquecimiento en materia organica (Pardo y cols., 2008). Por otro lado
también se han detectado distintos pesticidas (Retamal y cols., 2013) y acumulacion de

distintos metales pesados (Pizarro y cols., 2010).

En esta cuenca habita el pejerrey Basilichtys microlepidotus (Jenyns, 1841), pez endémico
de Chile perteneciente a la familia Atherinopsidae, que habita en los sistemas de agua
dulce desde la latitud 28°S a 39°S (Véliz y cols., 2012). Esta especie es omnivora,
alimentandose principalmente de pequefios invertebrados, larvas de insectos, algas
filamentosas y detritus (Duarte y cols., 1971). Desova entre los meses de agosto y enero
(Comte y Vila, 1992), y actualmente su estado de conservacion es considerado vulnerable
(Ministerio del Medio Ambiente 2018). Se ha identificado previamente que existen al
menos 5 poblaciones de B. microlepidotus habitando la cuenca del Rio Maipo (Vega-
Retter y cols., 2014), dos de las cuales habitan sitios caracterizados como contaminados:
Melipilla (MEL) y Pelvin (PEL) y dos que habitan sitios caracterizados como no
contaminados: San Francisco de Mostazal — Maipo (SFMMA) e Isla de Maipo - Pefiaflor
(IMPN). Sin embargo recientemente la calidad del agua en IM ha empeorado, por lo que
ha sido catalogado como un sitio contaminado (datos no publicados, Vega-Retter y cols.).
En un estudio previo utilizando AFLP se detectaron 8 loci bajo seleccidn (5,37% de los
loci totales analizados) al comparar individuos de sitios contaminados y no contaminados.
Seis de estos loci estan bajo seleccion direccional, de estos 3 se encontraron en un sitio

contaminado (MEL) y los otros 3 en el otro sitio contaminado analizado (PEL), lo que



podria sugerir que debido a las diferencias fisicoquimicas de los sitios existe también una
seleccion diferenciada de loci entre estos (Vega-Retter y cols., 2015). Complementario a
lo anterior se ha observado que existe expresion diferencial de genes entre higados de
individuos de B. microlepidotus habitando sitios contaminados y no contaminados, dentro
de los cuales se encuentran genes asociados a la gluconeogénesis y a cancer. Uno de estos
genes es el gen de la Ornitina descarboxilasa (ODC), la cual esta implicada en la
progresion de tumores. Ademas al secuenciar un segmento de la ODC en todos los
individuos del estudio, se identificaron 6 alelos y se comprobé que en los sitios
contaminados existe un déficit de heterocigotos y una alta frecuencia de un alelo en

particular, con respecto a los sitios no contaminados (Vega-Retter y cols., 2018).

Dado estos antecedentes y con el objetivo de entender de manera mas global la respuesta
genética a la contaminacién en este sistema, el propdsito de este trabajo es detectar y
caracterizar SNPs bajo seleccidn en los sitios contaminados, a partir de datos de RNA-seq

de higado de Basilichtys microlepidotus.

Hipdtesis: La contaminacion se relaciona con la seleccién de alelos en el pejerrey B.

microlepidotus habitando la cuenca del Rio Maipo.

Objetivo General: Detectar y caracterizar funcionalmente SNPs presentes en higados de

individuos de B. microlepidotus habitando sitios contaminados y no contaminados.
Objetivos Especificos:

a) Detectar SNPs entre higados de individuos habitando un sitio no contaminado

(SFM) y sitios contaminados (PEL, IM y MEL).



b) Determinar qué procesos biologicos, funciones moleculares o componentes

celulares estan sobre-representados en los SNPs detectados.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Sitios de muestreo y toma de muestras

Para este trabajo fueron escogidos 4 sitios de muestreo en la cuenca del Rio Maipo,
Melipilla (MEL), Pelvin (PEL), Isla de Maipo (IM) y San Francisco de Mostazal (SFM).
En estudios previos 2 de estos sitios fueron catalogados como contaminados (MEL-PEL)
y 2 como no contaminados (IM-SFM) (Vega-Retter y cols., 2014). Esta categorizacion se
realizd utilizando la cuantificacion de diferentes pardmetros fisicoquimicos y utilizando
el indice de calidad de agua de British Columbia (BCWQI, 1996). Sin embargo segun
datos recientes (2016), la calidad de agua de IM ha empeorado en el tiempo, siendo
categorizado como “Marginal” seglin indice de British Columbia, al igual que los sitios
MEL y PEL (datos no publicados), y dado que los individuos fueron muestreados en esa
misma campafa, en este trabajo se considerard a IM como un sitio contaminado (Figura
1). Se muestrearon 6 individuos de Basilichtys microlepidotus por sitio y se les extrajo el
higado, el cual fue transportado en nitrégeno liquido hasta el laboratorio y posteriormente

guardado a -80°C, hasta la extraccién de RNA.
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Figura 1: Mapa de los sitios muestreados. Se indican los sitios muestreados, Melipilla
(MEL), Pelvin (PEL), Isla de Maipo (IM) y San Francisco de Mostazal (SFM). El
superindice en cada sitio indica si se trata de un sitio contaminado (1) o no contaminado

(2). Imagen modificada de Vega-Retter y cols., (2018).

2.- Extraccion de RNA, RNA-seq, control de calidad, ensamble de novo y mapeo de

lecturas

Se extrajo el RNA total del higado de los 24 individuos, utilizando PureLink™ RNA Mini
Kit (Ambion). Posteriormente se midi¢ la cantidad y calidad del RNA extraido, mediante
un Agilent Model 2100 Bioanalizer. Solo las muestras con un RIN > 7 fueron utilizadas
en los pasos siguientes, debido a esto 3 individuos provenientes de PEL fueron descartados

ya que no cumplian con los parametros minimos requeridos. Las muestras fueron
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guardadas a -80°C en agua libre de RNAsa y posteriormente enviadas al Centro de
Genomica y Bioinformatica “Genoma Mayor” de la Universidad Mayor, donde se purifico
el RNA para obtener el RNAm, con el cual se realizé6 un RNA-sequencing paired-end en
la plataforma Illumina Hiseq. Los datos brutos obtenidos se filtraron utilizando la
herramienta Trim_Galore (Krueger, 2012) y el script prinseg-lite.pl, se removieron los
adaptadores, se eliminaron las lecturas con mas de un 10% de bases ambiguas y con un
tamafio menor a 50 pares de bases y se descartaron las lecturas que tuvieran una calidad
menor a Q = 30, siendo Q = logioP y P la probabilidad de que la base en esa posicion
haya sido leida de forma incorrecta. Al utilizar Q = 30 las probabilidades de que la base
leida sea incorrecta es de 1 entre 1000. A partir de estos datos filtrados se realizd un
ensamble de novo, utilizando el software Bridger (Chang y cols., 2015), generando un
total de 74.773 contigs de tamafio mayor a 200 pares de bases. Este ensamble fue usado
como referencia para realizar un mapeo de las lecturas obtenidas de cada individuo
utilizando el software Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012) utilizando las siguientes
opciones: --no-mixed --no-discordant --end-to-end --no-head --no-sq - p 30 — S, las
opciones —no-mixed y —no-discordant permiten descartar lecturas que alinean en
diferentes transcritos, --end-to-end reporta el mapeo solo si las lecturas se alinean en un
100% y no solo en una parte de ella, mientras que —no-head y —no-sq eliminan informacion
del archivo SAM resultante. Es importante mencionar que el filtro de los datos, ensamble
de novo y mapeo fue realizado por el Centro de Gendmica y Bioinformatica “Genoma

Mayor” de la Universidad Mayor.
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2.- Deteccion de SNPs
2.1 SAMtools

Los archivos SAM obtenidos para cada individuo fueron procesados con el software
SAMtools v1.7 (Li y col., 2009), siendo transformados a BAM, ordenados e indexados.
Estos archivos finales fueron utilizados para generar archivos pileup, mediante la funcién
mpileup de SAMtools, para cada una de las comparaciones de los individuos de sitios
contaminados con los individuos del sitio no contaminado (IM-SFM, MEL-SFM y PEL-
SFM). Estos archivos contienen, para cada individuo, la comparacion de cada una de las
bases, presentes en cada lectura, con el ensamble de novo como referencia, determinando
si corresponde a la misma base de la referencia u otra distinta indicando, en este caso, a

que base corresponde.
2.2 Perl

Los archivos en formato pileup, obtenidos para cada comparacién, fueron filtrados
utilizando un script escrito en lenguaje de programacion Perl v5.26.1. Se buscaron SNPs
fijos, es decir aquellos que estdn mayormente representados en una poblacién
(contaminada o no contaminada) con respecto a otra poblacién y SNPs diversos, los cuales
hacen referencia a que en una poblacion ningan alelo tiene una frecuencia muy alta,
mientras que en la otra poblacidn existe un alelo con mayor frecuencia para esa posicion.
Estas distinciones se hicieron para poder detectar todos los tipos de cambios de
frecuencias alélicas en las poblaciones comparadas. El script permite discriminar entre (i)

SNPs fijos, (ii) SNPs diversos en el sitio contaminado Y fijos en el sitio no contaminado

14



y (iii) SNPs diversos en el sitio no contaminado Yy fijos en el sitio contaminado, ademas

descarta del analisis SNPs que posean menos de 5 lecturas de cobertura y aquellos que

presenten mas del 5% de lecturas con inserciones o deleciones. Los criterios utilizados

para definir cada uno de estos SNPs fueron:

(i)

(ii)

(iii)

En el sitio contaminado, se presenta una base en méas del 70% de las lecturas,
en una posicion dada, en al menos 4 individuos y en el sitio no contaminado,
se presenta una base distinta en méas del 70% de las lecturas, en la misma
posicién mencionada anteriormente, en al menos 4 individuos.

En el sitio no contaminado existe una base fija, es decir presente en mas del
70% de las lecturas, en una posicion dada, en al menos 4 individuos y en el
sitio contaminado no existe una preferencia por una base en dicha posicion, es
decir ninguna base esta representada en un 55% o0 mas de las lecturas en al
menos 4 individuos.

En el sitio contaminado existe una base fija, es decir presente en mas del 70%
de los lecturas, en una posicion dada, en al menos 4 individuos y en el sitio no
contaminado no existe una preferencia por una base en dicha posicion, es decir
ninguna base esta representada en un 55% o mas de las lecturas en al menos 4

individuos.

En el caso de PEL, al solo tener 3 individuos, la restriccion impuesta fue la deteccion de

los SNPs, antes mencionados, en todos los individuos de dicha localidad.

Ademas se determino si los SNPs compartidos entre los distintos sitios contaminados eran

sustituciones sindnimas o no. Para esto se utilizé la herramienta blastx de NCBI,

15



utilizando como referencia la base nr y se compararon los cambios en la secuencia entre

el sitio contaminado Yy el sitio no contaminado.

Por ultimo se calculd la densidad de los SNPs detectados, definiendo densidad como la
cantidad de SNPs por tamafio, en nimero de bases, del contig en el que se encuentran

(SNPs/b).
3.- Anélisis de enriquecimiento

Se realizé un analisis de enriquecimiento utilizando el software Blast2GO PRO5 (Conesa
& cols., 2005). Para esto en primer lugar se realizé un BLAST de las secuencias obtenidas
del ensamble de novo para higado, utilizando la funcion blastx (McGinnis & Madden,
2004), con un e-value de 107 y buscando en un subset de secuencias de vertebrados de la
base de datos nr de NCBI, la cual contiene secuencias de proteinas no redundantes y la
base de datos de proteinas InterPro. Posteriormente se realiz6 un mapeo, que consiste en
encontrar las ontologias genéticas (GO terms) asociados a las secuencias que lograron al
menos un hit en el proceso de BLAST, esto se realiza tomando en cuenta los ID para las
secuencias a analizar disponibles en Gene Ontology Consortium y Uniprot. Se llevo a
cabo una anotacion funcional, la cual consiste en filtrar los GO terms obtenidos
anteriormente y asignar estos a las secuencias de higado analizadas, para este analisis se
utilizé un e-value de 10 y los parametros predeterminados en el programa. Finalmente
utilizando las secuencias que presentan SNPs, detectadas en el paso anterior, se realiza un
analisis de enriquecimiento, el cual permitird determinar que funciones moleculares,
procesos bioldgicos y/o componentes celulares, se encuentran sobre representados en el

subset de secuencias entregadas, con respecto a todas las secuencias del ensamble de novo.
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Esto se realizd usando el test exacto de Fisher implementado en el software Blast2GO
PRO5, con una tasa de falsos positivos de 5%, teniendo en consideracion los resultados
obtenidos a partir de la deteccion de SNPs antes descrita, este analisis se llevo a cabo para
los SNPs obtenidos de las comparaciones IM-SFM y MEL-SFM. Para los SNPs obtenidos
de la comparacion PEL-SFM se realizé una busqueda bibliografica de sus funciones, esto

debido a su bajo numero.

17



RESULTADOS

1.- RNA-seq y mapeo de lecturas

A partir del experimento de RNA-seq se obtuvo un promedio de 16.332.045 lecturas.
Luego de los distintos filtros de calidad aplicados se mantuvieron 16.324.535 lecturas en
promedio. Los valores de las lecturas promedio y nimero de bases secuenciadas en cada

sitio se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1: NUmero de lecturas y bases posteriores al filtro. Se muestran los rangos de
lecturas obtenidos y el rango de bases secuenciadas para cada sitio. Ya que el largo de

cada lectura es de 100 bases, se utilizd este valor para determinar las bases secuenciadas.

Sitio Rango de lecturas filtradas Rango de bases secuenciadas (b)
SFM 11.887.612 — 18.735.967 11.887.612.000 — 18.735.967.000

IM 13.073.337 — 13.181.709 13.073.337.000 — 13.181.709.000
MEL 13.399.396 — 17.631.119 13.399.396.000 — 17.631.119.000
PEL 18.316.078 — 21.055.046 18.316.078.000 — 21.055.046.000

Debido a que no el genoma de B.microlepidotus no se encuentra secuenciado, las lecturas
de todos los individuos se utilizaron para realizar un ensamble de novo obteniéndose
74.773 contigs de un tamafio mayor a 200 pares de bases. Posteriormente se realiz6 el
mapeo de las lecturas obtenidas para cada individuo, utilizando como referencia el
ensamble de novo generado anteriormente. El porcentaje promedio de mapeo de las

lecturas de todos los individuos fue de 91,28% con una desviacion estandar de + 4,78%.
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2.- Deteccion de SNPs

Utilizando el software SAMtools y los archivos SAM obtenidos del mapeo para cada
individuo, se genero un archivo en formato pileup para las comparaciones IM-SFM, MEL-
SFM y PEL-SFM. Se utilizé un script de Perl para analizar los archivos pileup,
permitiendo detectar tres tipos de SNPs: i) SNPs fijos, ii) SNPs diversos en el sitio
contaminado y fijos en el sitio no contaminado y iii) SNPs diversos en el sitio no
contaminado Y fijos en el sitio contaminado. Se detectaron un total de 290 SNPs entre
todos los tipos y sitios analizados, distribuidos en 136 contigs distintos. En la comparacion
IM-SFM se detectaron los 3 tipos de SNPs mencionados, mientras que en la comparacion
MEL-SFM sélo se detectaron SNPs fijos y en la comparacion PEL-SFM se detectaron
SNPs fijos y SNPs diversos en el sitio no contaminado. La comparacion MEL-SFM es la
que presenta el mayor nimero de SNPs fijos y por su parte la comparacion IM-SFM es la
que presenta el mayor nimero de SNPs diversos. A continuacion se detalla el nimero de

SNPs detectados para cada comparacion y tipo de SNP (Tabla 2).
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Tabla 2: Numero de SNPs detectados por comparacion. Se muestra el nimero de SNPs
detectados por cada comparacion y entre paréntesis se indica el niUmero de contigs en los
que se encuentran. Ademas se sefiala el rango de tamafio de los contigs de cada

comparacion.

Comparacion SNPs fijos  SNPs diversos SNPs diversos Rango de
en en no tamanio de

contaminado = contaminado contigs (b)
IM-SFM 93(56) 14(14) 7(7) 1136 - 14210
MEL-SFM 167(59) 0 0 1191 - 9058
PEL-SFM 8(5) 0 1(2) 1191 - 14254

Los contigs corresponden en su mayoria a una funcion en particular, salvo los contigs

Comp49_seq0 y Comp20_seq0 que corresponden a méas de una funcién.

Dentro de los contigs que presentan SNPs existen algunos comunes entre las
comparaciones de las distintas poblaciones, encontrandose un mayor niumero de contigs
compartidos entre las comparaciones IM-SFM y MEL-SFM, lo que indica seleccion sobre

funciones similares en los distintos pares de sitios mencionados (Figura 2).
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Figura 2: Diagrama de Venn de contigs compartidos entre comparaciones. El
diagrama muestra el nimero de contigs que presentan SNPs por comparacion entre
paréntesis y el nimero de contigs que presentan SNPs compartidos entre las

comparaciones en las intersecciones de los conjuntos.

Se analizaron los aminoacidos para los cuales codifican los codones en los que se
encuentran los SNPs compartidos entre los distintos sitios (Tabla 3). Sélo se encontrd un
SNP que gener6 un cambio en el aminoacido codificado, este se encontré en las
comparaciones IM-SFM y MEL-SFM en el gen Citocromo B (CYTB). El cambio en el
aminoacido fue de Arginina en SFM y Tript6fano en IM y MEL, este cambio podria

comprometer la funcion o la actividad del producto del gen CYTB.
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Tabla 3: Cambio en aminoacidos producto de los SNPs. Se muestran los SNPs

compartidos entre comparaciones y el aminoacido para el que codifican en el sitio

contaminado y en el sitio no contaminado. * sustitucion no sinénima.

Par de Contig Tamafio (b) Posicion (b)  Aminoacido ~ Aminoacido
comparaciones en enno
contaminado  contaminado
Comp21_seq0 7055 3626 Arginina Arginina
Comp49 seq0 6699 5031 Ac.Glutdmico  Ac.Glutamico
Comp49_seql” 6699 1736 Triptéfano Arginina
(IM-SFM)- Comp49_seql 6699 2390 Valina Valina
(MEL-SFM) Comp49_seql 6699 3172 Glicina Glicina
Comp49_seql 6699 5031 Asparagina Asparagina
Comp49_seql 66999 5889 Arginina Arginina
(PEL-SFM)- Comp4119_seq0 1180 383 Treonina Treonina
(MEL-SFM)
Comp4119 seq0 1180 386 Asparagina Asparagina

Con respecto a la densidad, se observa que la mayoria de los contigs presentan una
densidad mayor a 0% y menor a 0,05%, seguido por un grupo de contigs con densidades
entre 0,05% y 0,1%, ademas el contig que presenta la mayor densidad tiene relacion con

el proceso de respiracion celular (Figura 3).
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Numero de contigs en funcion de la densidad de SNPs
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Figura 3: Numero de contigs en funcion de la densidad de SNPs. El gréfico muestra
nimero de contigs agrupados segun un rango de densidad de SNPs expresada en
porcentaje. No se observaron contigs que presenten una densidad de SNPs entre 0,46% y

1,49%.

Los valores obtenidos para la densidad se encuentran dentro de los rangos esperables para

un estudio de este tipo.
3.- Analisis de enriquecimiento

Utilizando todos los contigs que presentaron SNPs en cada una de las comparaciones se
realizd un analisis de enriquecimiento en el software Blast2GO PRO para las

comparaciones IM-SFM y MEL-SFM.

En el caso de la comparacion IM-SFM se encontraron 21 GO terms sobre representados,

observandose GO terms relacionados con los procesos de respiracion celular (7) y con la

23



membrana celular (4) (Figura 4) (Figura Al; Figura A2; Figura A3) (Anexo). Dentro de
esta categoria de GO terms relacionados con componentes celulares tenemos dos grandes
subdivisiones, GO terms asociados a respirasoma y GO terms asociados a citoplasma
(Figura A2). La mayor diferencia entre IM y SFM esta relacionada con procesos
metabolicos, los cuales a su vez tienen relacion con los procesos de respiracion celular
mencionados anteriormente. Por otro lado es importante mencionar que los contigs que
presentan mayor densidad de SNPs, estan relacionados con las funciones de respiracion

celular.
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Grafico de GO terms enriquecidos en IM-5FM
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Figura 4: Grafico de GO terms enriquecidos en comparacion IM-SFM. Se muestra un grafico de barras con los GO terms que

se encuentran sobre-representados en la comparacion IM-SFM, representado en el porcentaje de secuencias que presentan dicho

GO term. En negro se observa el porcentaje del GO term observado para los contigs con SNPs detectados, mientras que en rosado
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se observa el porcentaje para el mismo GO term en los contigs de todo el transcriptoma analizado.



En la comparacion MEL-SFM se encontraron 26 GO terms sobre representados,
destacando 7 relacionados con respiracion celular, 1 relacionado con la union de cationes,
1 relacionado con la unién de metales, 3 relacionados con la ATPasa Na'/K* y 1
relacionado con procesos de Oxido reduccion (Figura 5) (Figura A4; Figura A5; Figura
A6). Dentro de este ultimo proceso se encuentra el gen Citocromo P450 2j6, que puede
ser de relevancia para el contexto del estudio. Ademas, los contigs mas densos presentes

en esta comparacion también estan relacionados con los procesos de respiracion celular.
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Grafico de GO terms enriquecidos en MEL-SFM
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Figura 5: Grafico de GO terms enriquecidos en comparacion MEL-SFM. Se muestra un grafico de barras con los GO terms

gue se encuentran sobre-representados en la comparacién MEL-SFM, representado en el porcentaje de secuencias que presentan

dicho GO term. En negro se observa el porcentaje del GO term observado para los contigs con SNPs detectados, mientras que en

rosado se observa el porcentaje para el mismo GO term en los contigs de todo el transcriptoma analizado.
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En el caso de la comparacion PEL-SFM se procedio a buscar en literatura los GO terms

asociados a los contigs que presentaron SNPs, esto debido al bajo nimero de contigs

encontrados (6) (Tabla 4). Dentro de los contigs analizados, destaca el contig

comp4119 seql, ya que es el contig que presenta mayor densidad de SNPs (3) y esta

asociado a funciones relacionadas con la ATPasa Na*/K*.

Tabla 4: Anotacidn de contigs con SNPs presentes en comparacion PEL-SFM. Se

muestran los contigs que presentan SNPs en la comparacion PEL-SFM, la descripcion del

contig, el e-value que se reportd al momento de realizar el blast de la secuencia, los IDs

de los GO terms encontrados. F: funcion molecular, P: proceso biologico y C: componente

celular.

Contig

comp95_seq0

comp4119_seql

comp5753_seq3

Comp5829_seql

Comp9055_seq0

Tamafio (b)

14254

1191

3001

2305

6206

Descripcion
Similar a
Apoliproteina B-
100

Subunidad alfa
ATPasa de
transporte de
Na*/K*

Endonucleasa/Trans
criptasa Reversa

Factor de iniciacion
de la traduccion
EIF-2B isoforma

delta X1

Pumilio homologo 2

isoforma X1

e-value

0EO

0EO

5,01E-71

0EO

0EO

28

GO IDs

F:G0:0005319
P:G0:0006869

F:G0:0005391
F:G0O:0005524
P:G0:0006813
P:G0:0006814
P:G0:0010248
C:G0:0016020
F:G0:0046872

F:G0O:0003964
F:G0O:0005515
F:G0:0009036
P:G0:0032199
P:G0:0090305

P:G0:0044237

F:G0:0003723

GO terms

F: Actividad de transporte de lipidos.
P: Transporte de lipidos.

F: Actividad de ATPasa de intercambio
sodio/potasio
F: Union de ATP.
P: Transporte de ion potasio.
P: Transporte de ion sodio.

P: Establecimiento mantenimiento de un
gradiente electroquimico transmembrana.
C: Membrana.

F: Union de ion metalico.

F: Actividad de DNA polimerasa dirigida
por RNA.

F: Union de proteinas.

F: Actividad desoxiribonucleasa tipo 2
sitio especifico.

P: Transcripcion reversa involucrada en
transposicion mediada por RNA.

P: Hidrolisis de enlace fosfodiester de
acidos nucleicos.

P: Proceso metabodlico celular.

F: Unién a RNA.



2343 Similar a proteina
Comp9743_seq0 de union a RNA 4 1,6E-11 F:G0:0003723 F: Union a RNA.
isoforma X1

A partir de los analisis de enriquecimiento de IM-SFM y MEL-SFM, y teniendo en cuenta
la tabla presentada para la comparacion PEL-SFM, se observa que existen GO terms
compartidos entre las distintas comparaciones. Para el caso de IM-SFM y MEL-SFM, hay
GO terms asociados a respiracion celular compartidos, mientras que entre MEL-SFM y
PEL-SFM, hay GO terms asociados a mantenimiento del gradiente electroquimico
transmembrana por la ATPasa sodio potasio. Entre la comparacion IM-SFM y PEL-SFM
solo se ve un GO term muy general compartido entre ambas comparaciones, el cual

corresponde al componente celular de membrana.
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DISCUSION

La contaminacion en los sistemas de agua dulce ha demostrado ser un agente selectivo a
nivel genético sobre las poblaciones que habitan dichos sistemas. En este contexto el
pejerrey endemico Basilichtys microlepidotus es de especial interés, ya que habita una de

las cuencas mas intervenidas por las actividades humanas dentro de Chile.

El principal objetivo de este trabajo fue la deteccion y caracterizacion funcional de SNPs
presentes en higados de individuos de Basilichtys microlepidotus habitando sitios
contaminados y no contaminados. A partir de los analisis realizados fue posible detectar
y caracterizar SNPs en individuos de todas las poblaciones que habitan sitios
contaminados y asociar funciones en las cuales se encuentran implicados, las que se

discutiran a continuacion.

Se detectd un total de 290 SNPs bajo seleccion a partir de las distintas comparaciones,
distribuidos en 136 contigs. En trabajos con propositos similares, donde se utiliza un
mayor nimero de individuos y sitios, se ha detectado un nimero similar de SNPs
asociados a contaminacién (Laporte y cols., 2015), asi como en otros casos se ha detectado
un nimero mucho mayor de SNPs, siendo estos alrededor de 5000 (Bélanger-Deschénes
y cols., 2013). Estas diferencias pueden estar dadas por el tipo de contaminacion a la que
estuvieron sometidos los organismos y también a la especie en particular con la que se
trabaja. Sumado a lo anterior hay al menos dos puntos a tener en consideracion, en primer
lugar esta el numero de individuos que fueron analizados en este trabajo, al ser solo 6
individuos por sitio e incluso 3 para un sitio en particular (PEL), es posible que no se

detecte una gran cantidad de SNPs al no encontrarse en los individuos muestreados, esto
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se evidencia aun mas al comparar los resultados obtenidos para PEL, con los de las
comparaciones para IM y MEL. Lo segundo a tener en consideracion es el filtro usado
para la deteccion, este es bastante estricto comparado con los parametros usualmente
utilizados en softwares con los mismos propdsitos, como por ejemplo vcftools (Danecek
y cols., 2011), esto debido a que fue programado para evitar la mayor cantidad posible de

falsos positivos.

En cuanto a la densidad de los SNPs, gran parte de los contigs presentan densidades
superiores a 0% e inferior a 0,1%. La densidad de SNPs es algo bastante variable, sin
embargo en la bibliografia se registra que para casos similares, la mayoria de los contigs
no presentan una densidad superior al 2% (Liu y cols., 2011; Wang y cols., 2015). Un
punto importante a destacar es que el contig con mayor densidad (1.5%), corresponde a
un contig relacionado con funciones asociadas a respiracion celular, esto es importante ya
gue se han encontrado genes mitocondriales asociados a esta funcion conteniendo SNPs
gue podrian ser de relevancia para la supervivencia en ambientes contaminados con
metales pesados, en particular con Cd, permitiendo que este no bloquee ciertos receptores
neuronales y no se acumule dentro de las neuronas (Bélanger-Deschénes y cols., 2013).
En el caso de B. microlepidotus se encontré una sustitucion no sinénima en el gen
citocromo B, en los sitios MEL e IM, cuyo producto génico es parte del complejo 3 de la
cadena de transporte de electrones, esta sustitucion se presenta en una interface entre
dominios, regiones que regulan la funcién y relacién entre dominios (Verma y Pandit,
2019), por lo que podria eventualmente afectar la funcién de esta proteina y de la cadena

transportadora de electrones. Se ha encontrado en otro trabajo una sustitucion no sinénima
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en el gen citocromo B posiblemente a causa de la contaminacion, sin embargo este cambio
no estaba en una zona que pudiese afectar el funcionamiento de la proteina codificada

(Bélanger-Deschénes y cols., 2013).

En la comparacion IM-SFM un total de 114 SNPs fueron detectados, gran parte de estos
estdn relacionados con componentes celulares. Los GO terms relacionados con
respirasoma, estan involucrados con los procesos de respiracion celular que también se
encuentran sobrerrepresentados en esta comparacion. Por otro lado GO terms asociados a
citoplasma son bastante generales como parte citoplasmatica (GO: 0044444) o intracelular
(GO: 0005622) y se han visto sobrerrepresentados en organismos sometidos a distintos
tipos de estrés, como en el caso de individuos de Mya truncata sometidos a temperaturas
elevadas (Sleight y cols., 2018) o en el caso de individuos de Aequipecten opercularis
sometidos a toxinas de organismos unicelulares (Ventoso y cols., 2019). Por lo que no
pueden ser atribuidos exclusivamente a situaciones de contaminacion, sino mas bien a una

situacion de estrés en general.

Con respecto a los procesos bioldgicos sobrerrepresentados, en la comparacion
mencionada, el término Proceso metabolico (GO: 0008152) es el que presenta un mayor
porcentaje, este término esta relacionado con el proceso de respiracion celular (GO:
0045333) y en forma mas particular con la cadena respiratoria de transporte de electrones
(GO:0022900). La cadena de transporte de electrones es vital para la obtencion de energia
en los organismos aerobicos y medidas de su actividad han sido utilizadas como parte de
un indicador del estado energético de organismos que estan sometidos a contaminacion,

conocido como CEA o Asignacion energética celular, que ademaés incluye datos sobre la
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energia almacenada en las células de estos organismos (Smolders y cols., 2004). En
individuos de Daphnia magna sometidos a contaminacion con metales pesados, se
observa un aumento de la actividad de la cadena de transporte de electrones luego de 48
horas (De Coen y Jansen, 2003). Por otro lado en individuos de Danio rerio sometidos a
distintos contaminantes como mercurio, uranio y nanoparticulas de oro, se observaron
variaciones en la actividad de la cadena transportadora de electrones, dependiendo del
agente contaminante (Bourdineaud y cols., 2013). Ademas es sabido que frente a
situaciones de estrés producidas por contaminantes es necesario realizar una
relocalizacién de la energia utilizada para combatir estos efectos negativos, la cual ya no
se encuentra disponible para crecimiento u otros procesos que afectan directamente a la
fisiologia de los organismos (Calow, 1991). Por otro lado se ha reportado que las
actividades de las enzimas de la cadena transportadora de electrones y en general los
procesos asociados a la respiracion celular estan relacionados con el crecimiento en
corderos (Hiendleder y cols., 1995). Segun trabajos anteriores (Briones, 2019), los
individuos de B. microlepidotus que habitan sitios contaminados, consumen alimentos de
menor calidad y tienen un estado fisiologico deficiente con respecto a aquellos individuos
que habitan sitios no contaminados. Ademas estudios de expresion diferencial en B.
microlepidotus han indicado que es posible que los individuos que habitan sitios
contaminados estén pasando periodos de hambruna, lo que también afectaria a su estado
fisiologico (Vega-Retter y cols., 2018). En humanos se han detectado numerosos SNPs
asociados a cancer en genes pertenecientes al complejo | de la cadena transportadora de
electrones, dentro de los cuales se encuentra el gen ND5, (Koshikawa y cols., 2017), el

cual es uno de los genes que presenta mas SNPs en B. microlepidotus. En trabajos
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anteriores (Briones, 2016) también se ha detectado SNPs en el gen ND5 a partir de datos
de RNA-seq en B. microlepidotus, no obstante al secuenciar este segmento en una mayor
cantidad de individuos se ha descartado como tal. Sin embargo en el trabajo anterior s6lo
se trabajé con un fragmento de ND5, en el presente trabajo se cuenta con la secuencia
completa, ademas que se presenté mas de un SNP en dicho gen, por lo que debe ser
estudiado nuevamente. EI gen ND5 o subunidad 5 de la NADH deshidrogenasa, es
esencial para la actividad del complejo | de la cadena de transporte de electrones (Bai y
cols., 2000; Chomyn vy cols., 2001). En un estudio de Zhang y colaboradores (2008) se
identificaron SNPs en el gen ND5 en vacas, los cuales estaban asociados a una mayor tasa
de crecimiento durante los primeros meses de vida. Por otro lado en Bélanger-Deschénes
y colaboradores (2013) se ha detectado SNPs en genes mitocondriales que participan de
la cadena transportadora de electrones, en individuos de Perca flavescens que han estado
en sitios contaminados con metales pesados, particularmente en el gen ND2 o subunidad
2 de la NADH deshidrogenasa, sin embargo esta mutacién no estd involucrada
directamente con la funcion de ND2 en la cadena transportadora de electrones, sino mas
bien en su funcién como proteina de andamiaje, donde pudiese tener efectos sobre la
sinapsis. En Du y colaboradores (2015) se observd un mejor funcionamiento del
metabolismo de fosforilacion oxidativa en individuos de Fundulus heteroclitus que
habitan sitios contaminados con compuestos organicos, frente a la exposicion a estos
compuestos, con respecto a individuos que habitan sitios no contaminados al ser
sometidos al mismo contaminante, se plantea que esto permite a los individuos que habitan
sitios contaminados mantener la produccion de ATP, lo que ayudaria a combatir los altos

gastos energeticos que supone estar bajo el estrés provocado por la contaminacion.
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Ademas esta caracteristica mostro ser heredable, al comparar individuos de la tercera
generacion de los mismos sitios muestreados anteriormente (Du y cols., 2016).
Recientemente se han identificado SNPs en los genes relacionados con el metabolismo de
la fosforilacion oxidativa en los individuos de F. heteroclitus que habitan los ya
mencionados sitios contaminados, ademas al estudiar parametros fisiologicos como la tasa
de consumo de oxigeno, ésta resultd ser mayor en los individuos provenientes de los sitios
contaminados con respecto a los individuos de sitios no contaminados (Jayasundara y
cols., 2017). Sin embargo, a pesar de que existe una adaptacion (mantencion de la
produccién de ATP) que les permite sobrevivir al estrés causado por la contaminacion,
estos peces muestran en general un peor desempefio al lidiar con estrés producido por
otros agentes como por ejemplo el aumento de temperatura (Jayasundara y cols., 2017).
Ademas, se ha observado expresion diferencial de genes asociados a la cadena
transportadora de electrones en organismos que habitan sitios contaminados (Oleksiak,
2008). Por ejemplo en individuos de Anguilla anguilla que habitan sitios contaminados
con pesticidas y metales, se ha documentado que los genes sub-expresados se encuentran
enriquecidos en el proceso bioldgico de la cadena transportadora de electrones (Pujolar y
cols., 2012). Es importante mencionar que el cambio de expresion génica puede ser
producto de un cambio a nivel genético por una exposicion a largo plazo a la
contaminacion (Whitehead y cols., 2010). Asociado a todo lo dicho anteriormente,
podemos observar que la Gnica funcion molecular enriquecida en la comparacion IM-SFM
es justamente la Actividad NADH deshidrogenasa (ubiquinona) (GO:0008137), actividad

que corresponde al complejo I de la cadena transportadora de electrones.
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Dados estos antecedentes es claro que el proceso bioldgico de la cadena de transporte de
electrones puede verse afectado y puede tener un rol clave en organismos que se
encuentran en sistemas contaminados, sin embargo es necesario estudiar en mayor
profundidad los SNPs asociados a esta funcién, para determinar si pudiesen ser

beneficiosos 0 no para los individuos de B. microlepidotus.

Con respecto a la comparacion MEL-SFM, nuevamente se observan enriquecidos
procesos bioldgicos relacionados con la respiracion celular, al igual que en la comparacién
IM-SFM. Ademas, dentro de los procesos bioldgicos enriquecidos aparece el
establecimiento o mantenimiento de un gradiente electroquimico transmembrana
(G0:0010248), proceso que estd directamente relacionado con la funcién molecular
actividad ATPasa de intercambio sodio-potasio (GO:0005391). Este proceso tiene como
principal funcién mantener el equilibrio osmotico y es llevado a cabo por la ATPasa sodio-
potasio. Se ha observado que distintos contaminantes tienen un efecto sobre esta actividad,
ya sea inhibiéndola en el caso del éxido nitrico (Tipsmark y cols., 2003) o aumentandola
en el caso de los hidrocarburos aromaticos policiclicos (Buet y cols., 2006). Ademas,
medidas de su actividad han sido utilizadas como indicadores de estrés osmoregulatorio
en tilapia (Sardella y cols., 2004). Se sabe muy poco con respecto a polimorfismos en este
gen asociados directamente a contaminacion, esto en parte porque es un gen que esta
relacionado con estrés en general (Jeffries y cols., 2015), por lo que se requiere una
investigacion mas detallada para hacer una correcta relacion. Con respecto a otras
condiciones, como el aumento de temperatura, ha sido posible detectar al menos un SNP

asociado en vacas (Liu y cols., 2010). Por otra parte se ha documentado extensamente que
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existen cambios en la expresion de la ATPasa sodio potasio frente a distintas condiciones

de contaminacion (Sinhay cols., 2012; Jeffries y cols., 2015).

Otro proceso bioldgico de relevancia que se encuentra sobre-representado en esta
comparacion es el proceso de oxido-reduccion (GO:0055114), dentro de los genes que
poseen este GO term se encuentra el gen Citocromo p450 2j6, el cual pertenece a la
superfamilia de genes citocromo p450 o CYP. Esta familia de genes tiene una funcién de
oxido-reduccién llevada a cabo sobre sustratos lipofilicos, dentro de los cuales se
encuentran drogas, pesticidas, hidrocarburos aromaticos, entre otros. En el caso particular
del producto del gen Citocromo p450 2j6, este lleva a cabo la oxidacion de un alcano a un
alcohol y participa de muchos procesos relacionados con el acido araquidonico (Lee y
cols., 2005). Debido a su funcién, esta superfamilia de genes ha sido utilizada como
indicador de contaminacion de sistemas acuaticos en peces (Uno y cols., 2012). Estos
genes presentan un alto polimorfismo y se cree que esto esta relacionado con la
susceptibilidad de los individuos por una droga, un agente toxico del ambiente o un agente
enddgeno (Nebert y cols., 1996; King y cols., 2002). Se ha documentado que en peces
expuestos a contaminacion por petréleo cambian los niveles de acido araquiddnico, el cual
tiene un rol clave en la sefializacién celular y ademas es sustrato del producto del gen
Citocromo p450 2j6, por lo que un cambio en la secuencia de esta proteina podria tener

relacién con la afinidad por este sustrato endégeno (Balk y cols., 2011).

En el caso de la comparacion PEL-SFM se observa el mas bajo numero de SNPs, en parte
esto puede ser explicado por el bajo numero de individuos que fue utilizado para el

analisis. De todas formas fue posible encontrar SNPs en la ATPasa sodio potasio, al igual
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que en la comparacion MEL-SFM. Ademas se encontré un SNP en un gen similar a
Apoliproteina B-100, cuyo producto es parte constitutiva esencial de las particulas LDL,
las cuales son particulas de baja densidad que transportan lipidos (Brown y Goldstein,
1986). El proceso biologico transporte de lipidos (GO:0006869), al cual esta asociado este
gen, y otros procesos relacionados con particulas de LDL, se han encontrado en genes que
presentan SNPs, en anguilas del Nor-atlantico sometidas a distintos tipos de
contaminantes, como metales pesados y materia organica (Laporte y cols., 2015). Por otro
lado se detectd un SNP en la subunidad delta de EIF-2B, que corresponde a un factor de
iniciacion de la traduccidn, que juega un rol esencial al participar en la activacion de elF2,
al intercambiar GDP por GTP, dando inicio a la traduccién (Ohlenbusch y cols., 2005).
No se han vinculado directamente SNPs en este gen con respecto a la contaminacion, sin
embargo se han encontrado SNPs asociados a contaminacion en genes relacionados como
EF1A o factor de elongacion 1 alfa el cual también participa en la traduccion (Bélanger-
Deschénes y cols.,2013). Por otro lado se han detectado SNPs en este gen asociados a
malformaciones de la materia blanca en el sistema nervioso de humanos (Ohlenbusch y

cols., 2005).

En general vemos en todas las comparaciones que los procesos y funciones enriquecidos,
donde se encuentran los SNPs, tienen relacion con procesos metaboélicos relacionados con
la obtencién de energia o a la mantencion de la osmoregulacion. Pero, es importante
mencionar que se ha documentado que peces adaptados a la contaminacion, que presentan
seleccién en genes similares a los encontrados en este trabajo, presentan un peor

desempefio en otras condiciones como el estrés provocado por el aumento de temperatura
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(Jayasundara y cols., 2017). Por otro lado, como ya se ha mencionado, los individuos de
B. microlepidotus que habitan sitios contaminados presentan en general un estado
fisioldgico deficiente y tienen acceso a comida de menor calidad (Briones, 2019). Estas
condiciones podrian ser las causantes de la seleccion de alelos en genes relacionados con
procesos metabolicos de obtencidon de energia u osmoregulacion como una forma de
adaptacion a las condiciones generadas por la exposicion cronica a contaminantes,
ademas, las diferencias de expresion génica que se han observado en estos individuos en
estudios anteriores (Vega-Retter y cols., 2018), también podrian tener un componente
evolutivo. Se ha demostrado en Fundulus heteroclitus que al criar en condiciones de
laboratorio a individuos de sitios contaminados, estos aln presentan genes expresados
diferencialmente con respecto a los individuos de sitios limpios sometidos al mismo
tratamiento (Whitehead y cols., 2010). Es necesario estudiar de forma mas extensa cada
uno de los SNPs detectados en este trabajo para determinar el verdadero impacto que
pudiesen tener sobre los aminoacidos para los cuales codifican los codones donde estos
cambios se encuentran, vale decir si corresponden a mutaciones sinénimas o no sinénimas,
sobre todo en cuanto a la mutacion no sinénima encontrada en el gen CYTB en los sitios
IM y MEL. Ademas estos deben ser validados secuenciando un mayor nimero de
individuos. Por ultimo es importante evaluar el impacto sobre las distintas actividades con
las que estos SNPs estan relacionados, sin embargo, dados los antecedentes expuestos, no
se puede descartar que las funciones enriquecidas encontradas en B. microlepidotus estén

relacionadas con estrategias para enfrentar el estrés provocado por la contaminacion.
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CONCLUSION

El presente trabajo sugiere que la contaminacion actiia como fuerza selectiva sobre
genes relacionados con el metabolismo de B. microlepidotus.

Se encontro seleccidn de funciones compartidas entre pares de sitios (IM-MEL,
PEL-MEL).

Existe al menos una mutacion no sindnima en el gen CYTB, perteneciente a la
cadena transportadora de electrones, en los sitios IM y MEL.

Las funciones enriquecidas donde se detectaron mayor numero de SNPs fueron en
aquellas relacionadas con la cadena transportadora de electrones y ATPasa sodio
potasio.

Es necesario evaluar la relevancia y el impacto de los SNPs detectados, desde el
cambio estructural en la proteina para la cual codifica el gen donde se encuentra

dicho SNP, hasta el impacto fisioldgico de estos cambios.
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ANEXO
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Figura Al. Procesos Bioldgicos enriquecidos comparacion IM-SFM. Se muestra los
GO term de los procesos biolégicos enriquecidos (rojo) y su relacion entre si para la

comparacion IM-SFM.
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Figura A2. Componentes celulares enriquecidos en comparacién IM-SFM. Se
muestran los GO term correspondientes a los componentes celulares enriquecidos (Rojo)

y su relacion entre si para la comparacion IM-SFM.
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Figura A3. Funciones moleculares enriquecidas en comparacion IM-SFM. Se
muestran los GO term asociados a las funciones moleculares enriquecidas (rojo) y su

relacion entre si para la comparacion IM-SFM.
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Figura A4. Procesos bioldgicos enriquecidos en comparacion MEL-SFM. Se muestran
los GO term asociados a los procesos bioldgicos enriquecidos (rojo) y su relacién entre si

para la comparaciéon MEL-SFM.
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Figura A5. Componentes celulares enriquecidos en comparacion MEL-SFM. Se
muestran los GO term asociados a los componentes celulares enriquecidos (rojo) y su

relacién entre si para la comparacion MEL-SFM.
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Figura A6. Funciones moleculares enriquecidas en comparacion MEL-SFM. Se
muestran los GO term asociados a las funciones moleculares enriquecidas (rojo) y su

relacién entre si para la comparacion MEL-SFM.
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