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RESUMEN.
El estudio de la variabilidad de genes funcionales es fundamental para entender la
interaccion de los organismos con su medio ambiente, en este sentido, se ha descrito que
poblaciones que habitan ambientes contaminados pueden presentar una sobre expresién
de algunos genes. Sin embargo, ¢s escasa la evidencia que relacione la variabilidad de la
secuencia de los genes sobre expresados en los diferentes ambientes. Un estudio previo
realizado en poblaciones del pejerrey Basilichthys microlepidotus dentro de la cuenca
del rio Maipo, mostré evidencia de “polimorfismos de simple nucleétido” (SNPs)
asociado a ambientes contaminados en dos genes mitocondriales (COI y NADH) y 4
genes sobre expresados en dichos ambientes. Uno de estos genes sobre expresados fue
Omitina descarboxilasa (ODC), cuya expresidn se asocia con una mayor proliferacién
celular y también a la progresion del cancer, considerdndose como un “oncogen”. En
este contexto, el objetivo de este trabajo es detectar diferencias en la variabilidad
genética, en la frecuencia haplotipica (en los genes mitocondriales) y alélica (en el gen
nuclear) entre individuos provenientes desde poblaciones que habitan Iugares
contaminados y no contaminados en la cuenca del rio Maipo. Se secuenciaron 21
individuos de SFM, 22 de IM (lugares no contaminados); 22 de MEL y 21 de PEL
(lugares contaminados). Los resultados no mostraron diferencias en el niimero ni en la
frecuencia de haplotipos de los genes mitocondriales {COI y NADH). En el caso de
ODC, se observd un total de 6 alelos, los cuales mostraron diferencias en sus frecuencias
en casi todas las localidades estudiadas. Los cdalculos de Fig mostraron un déficit

estadisticamente significativo de heterocigotos en ambos sitios contaminados. Al



analizar los genotipos, se detecté que el homocigoto GTCGC, GTCGC estuvo presente
en mayor frecuencia en lugares contaminados (MEL y PEL) a diferencia de los lugares
no contaminados (IM y SFM). Como conclusion, este estudio muestra que el gen OCD
presenta una seleccion de genotipes, la cual podria estar asociada con la expresidon
diferencial detectada previamente. Estudios experimentales futuros podran indicar si esta

es finalmente una relacion de causalidad.

ABSTRACT.
The study of the variability of functional genes is a central issue in the understanding of
the interaction between organisms and environment, in this sense has been described that
populations living in contaminated environments could present gene over-expression.
However there is little evidence linking sequence variability over-expressed genes in
different environments. A previous study performed on populations of the silverside fish
Basilichthys microlepidotus within the Maipo River basin reached evidence of two
single nucleotide polymorphism (SNPs) in two mitochondrial genes (COI and NADH)
associated with polluted environments and 4 genes over-expressed in those
environments. One of these over-expressed genes was the Ornithine decarboxylase
(ODC). rThe over-expression of this gene has been associated with an increased cell
proliferation and also with cancer progression, considered as an "oncogene". In this
context, this study aims to detect differences in genetic variability, haplotype frequency
(in mitochondrial genes) and alleles (in the nuclear gene) between individuals collected

from populations inhabiting contaminated and uncontaminated sites in the Maipo River
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basin. 21 individuals from SFM, 22 from IM (both no contaminated sites), 22 from MEL
and 21 from PEL (both contaminated 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 hand, a total of 6 alleles were observed in the ODC gene. The
paired Fst showed statistical differences in 5 out of the 6 possible comparisons. The Fig
showed no departures to the Hardy Weinberg expectation for fish collected in the non-
polluted areas however significant deficit of heterozygotes were observed in the
contaminated sites. When analyzing the genotypes, the homozygote 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 study shows that the OCD gene present a possible case of genotype
selection which could be associated with the differential expression previously detected.

Future experimental analysis will be conclusive about this causal relationship.
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INTRODUCCION.
Los ecosistemas naturales estdn siendo intensamente degradados por la actividad del
hombre, siendo algunos de los factores mas importantes la incorporacién de especies
invasoras, la fragmentacién y destruccion de hébitats, la caza y pesca desmedida y la
incorporacion de contaminantes (Lande 1998). Estos estresores afectan la dinamica de
crecimiento poblacional, aumentando la tasa de mortalidad y disminuyendo la fertilidad
de las especies autéctonas (Fracacio et al. 2003; Pandey et al. 2008). La Unidn
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) mostré que hasta el 2014 un
1,2% de las especies terrestres y de agua dulce se han extinto, mientras que un 30%
fueron amenazadas, y un 6% se considera en peligro critico de extincion. En el caso de
las especies dulceacuicolas, los niveles de amenaza llegan al 23% cuando se consideran
solo mamiferos y peces (TUCN 2014; Pimm et al. 2014). Dentro del contexto actual de
cambios en las condiciones ambientales y del habitat, entender como las poblaciones
sobreviven y se adaptan es un tema relevante para la biologia vy la conservacion de

especies (Dudgeon et al. 2006).

Uno de los procesos fundamentales que permiten entender la supervivencia y adaptacion
de las poblaciones es la seleccion natural, la cual, a-diferencia de la deriva, es un proceso
no aleatorio permitiendo la supervivencia de individuos que posean los caracteres que
tengan un mejor fitness en el habitat en el cual habitan (Kingsolver & Pfenning 2007).
En este contexto, se espera que en habitats altamente contaminados se seleccione alelos
que presenten mejor adecuacion biolégica en esa condicion. Uno de los tipos de

scleccién mas reconocibles y estudiados es la seleecidn direccional, en el cual rasgos



extremos son aquellos que poseen mayor adecuacion biolégica (Herron & Freeman

2014).

Si bien el inicio del estudio de la asociacién alélica con la seleccién se realizd con genes
conocidos, principalmente dentro de la ruta metabdlica, el desarrollo de la secuenciacion
paralela del ADN ha permitido el estudio del conjunto de genes funcionales en
organismos no modelos (Ekblomé& Galindo 2011). Una de las formas para estudiar
genes funcionales es el estudio de la expresion de la totalidad de los genes, la cual se ha
transformado en una aproximacién fandamental para entender el efecto del entorno
sobre los organismos (Ungerer et al. 2008). La variacién en expresién génica es un
importante mecanismo evolutivo para la seleccion natural, estos estudios representan
una exitosa forma de determinar genes involucrados en la adaptacion (Oleksiak et al.

2002, Fay & Wittkopp 2008).

Considerando que los ecosistemas de agua dulce han sido impactados por las actividades
del hombre (Jackson et al. 2001), los organismos que habitan estos sistemas, en
particular los peces, s¢ han convertido en modelos de estudio para évaluar la respuesta
genética de las poblaciones a la variabilidad ambiental y a la fuerte presion de seleccion
impuesta por ¢l hombre {(Powers 1989). En Chile, el Rio Maipo es una de las cuencas
m4s contaminadas la cual recibe desechos provenientes de la mineria en La Cordillera de
los Andes y de las fabricas que rodean 1a cuenca (Direccion General de Agunas 2004).
Ademas el rio Maipo abastece de agua a 6,7 millones de habitantes segun el censo mds
reciente en 2012 (40% de la poblacién de Chile) y también recibe las aguas residuales

domicifiarias. Por lo tanto, esta cuenca ha experimentado un deterioro en su calidad del



agua, generado principalmente por la eutrofizacion por materia organica, ademds de
acumulacién de metales pesados, desechos domésticos y agricolas (Pardo et al. 2008).
Esta degradacion ha tenido un fuerte impacto en la fauna del rio Maipo, durante los
dltimos 30 afios se ha demostrado una reduccidn significativa de la riqueza y abundancia
de especies de peces en esta cuenca (Mufioz 2007). Una de las especie que ha mostrado
una importante disminucion de su abundancia es el pejerrey Basilichthys microlepidotus
(Jenyns 1841), un aterinido endémico de Chile, que actualmente se considera como
especie vulnerable (Ministerio de Medio Ambiente Chile 2016). Esta especie habita en
lagos y rios desde los 28° a los 39°S (Véliz et al 2012.); se alimentan de larvas de
insectos, pequefios invertebrados, algas filamentosas y detritus (Duarte et al. 1971;
Bahamondes et al. 1987). Vega-Retter et al. (2014) estudiaron 7 sitios que presentaban
individuos de B. microlepidotus. Una caracterizacion fisicoquimica mostré que 5 (PU,
IM, PN, SFM, MA) de los 7 sitios presentaron caracteristicas de no contaminados y los
otros 2 s-itioé‘ (MEL, PEL) presentaron caracteristicas de contaminados. Asociado a esto,
un analisis de estructura poblacional realizado con ‘la wvariabilidad alélica de
microsatélites mostré la presencia de 5 posibles poblaciones, 3 habitando zonas no
contaminadas (PU, IM-PN, SFM-MA) y dos habitando las zonas contaminadas (MEL,
PEL) (Vega-Retter et al. 2014). Vega-Retter et al. (2015) realizé un escaneo gendémico
utilizando “Amplified Fragment Length Polymorphism" (AFLP), detectando un total de
8 loci (5,37% del total de loci) candidatos de estar bajo seleccién posiblemente ligado a
la contaminacion: 6 loci (4,0%) bajo seleccion direccional v 2 loci (1,34%) bajo

seleccion balanceada. Es importante tener en cuenta que diferentes loci mostraron estar



bajo seleccién direccional en cada sitio contaminado lo cual puede ser reflejo de las

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

Posteriormente,  utilizando RNA-seq, Vegé—Retter (2014) determind una expresion
diferencial en seis genes, cuatro de ellos sobre-expresados y dos sub-expresados en
individuos de B. microlepidotus habitando los sitios contaminados de la cuenca del rio
Maipo. Uno de los genes que presentd una alta sobre expresion fue ¢l gen Ornitina
descarboxilasa (ODC), en particular en el sitio contaminado MEL. La enzima ODC es la
llave enzimatica en la sintesis de poliaminas, catalizando la descarboxilacion de la L-
omitina a putrescina, precursor inmediato para la formacién de las poliaminas
espermidina y espermina (Manen et al 1976). Las poliaminas son una familia de aminas
alifaticas que estdn presentes naturalmente en la mayoria de los organismos. En las
cclulas normales, las poliaminas son esenciales para el mantenimiento, proliferacion y
diferenciacién celular y en la apoptosis, también se caracterizan por su papel en la
sintesis y estabilizacion de ADN, ARN vy proteinas (Herrera et al. 2014). Sin embargo,
se han encontrado elevadas concentraciones de poliaminas en muchos tipos de células
cancerosas, ¥ -se ha demostrado que son necesarias para la transformacion neoplasica y
también la angiogénesis, por lo tanto, elevadas concentraciones de poliaminas
promueven el crecimiento tumoral v la metdstasis (Brown et al. 2009; Zell et al. 2009).
Estudios en ratones, han demostrado que Ia sobre expresion del gen ODC es suficiente
para la promocién de tumores y el desarrollo de cancer en diversos tejidos (Auvinen et
al, 1992, O’Brien et al. 1997). Estudios en humanos, han documentado que la sustitucion

de un solo nucledtido en 1a base 316 (de guanina a adenina) del gen ODC podria estar



asociada con una mayor expresion y por lo tanto con un importante aumento en el riesgo
de céncer. La variacion se ubica en el intrén proximal 1, se encuentra en una regién del
gen responsable de la activacién transcripcional por el producto proto oncogén ¢-myc
(Bello-Fernandez etal. 1993). Estudios funcionales indican que ¢l alelo definido por A es
mas activo en ensayos de transfeccion que el alelo que contiene G en esta posicion
(O'Brian et al. 2004). Visvanathan et al. (2004) indicaron que existe una asociacién
significativa de los genotipos que poseen ¢l alelo A (AA o AG) de la ODC, con un
aumento de riesgo de cancer de prostata en los hombres que eran fumadores, lo que
indica una interaccién gen ambiente. Este antecedente es posiblemente el unico
publicado que relaciona un alelo en particular del gen ODC con una mayor

predisposicion al cancer.

El andlisis RNA-seq de Vega-Retter (2014) detectd ademds dos posibles SNPs entre
individuos habitando zonas contaminadas y no contaminadas de la cuenca. Uno de los
SNPs esta ubicado en el gen Citocromo ¢ oxidasa subunidad T (COT),observandose que
los individuos habitando zonas no contaminadas poseen una Adenina, mientras que los
individuos de los sitios contaminados poseen una Guanina. El otro SNPs se encuentra
ubicado en el gen Nadh deshidrogenasa subunidad V (ND5) y presenta una Guanina en
los individuos de d4reas contaminadas, mientras que los peces de las zonas no
contaminadas presentan todos los nucledtidos. COI y ND5 son genes mitocondriales y
forman parte de las enzimas de la cadena transportadora de electrones (Bremer et al
2014). Se ha descrito seleccion de SNPs en el gen nuclear Ciclina G1 y en el gen

mitocondrial Nadh deshidrogenasa subunidad II en la perca amarilla silvestre Perca



flavescens producto de la contaminacién con altas concentraciones de cadmio (Cd)
(Bélanger-Deschéneset al. 2013), y en Fundulus heteroclitus se observé la seleccién de
un SNP del gen nuclear Receptor d,é aril hidrocarburos 2 (AHR2) en individuos
provenientes de sitios altamente contaminados con hidrocarburos aromdticos policiclicos

(PAH) (Rietzel et. al 2014),

Considerando todos los antecedentes expuestos, v dadas las importantes consecuencias
biologicas tanto de una sobre-expresién del gen ODC como de la presencia de SNPs en
los genes mitocondriales COI y ND35, en este estudio se analiza la variabilidad genética
tanto de los genes mitocondriales COT y ND3, como del gen nuclear ODC utilizando un
mayor tamaiio muestreal, con el proposito de validar los SNPs encontrados en el estudio
previo en los genes mitocondriales y ademasobservar posibles cambios en la frecuencia

de alelos y genotipos en el gen nuclear asociados a la contaminacion de la cuenca.

HIPOTESIS.
La contaminacion de la cuenca del rio Maipo tiene un efecto selectivo sobre la
variabilidad de las secuencias de los genes mitocendriales COI y ND5 y el gen nuclear
ODC al comparar individuos de B. microlepidotus provenientes de sitios contaminados y
no contaminados de la cuenca del rio. Se espera por lo tanto que los genes mencionados
estén invoiu-cradoé en geﬂefa.r una respuesta adaptativa de B. microlepidotus a la

contaminacion.



OBJETIVOS.

Objetivo general.
Determinar el efecto selectivo de la contaminacién sobre los genes mitocondriales COI 'y
NDS5 v el gen nuclear ODC en individuos de B. microlepidotus que habitan zonas

contaminadas de la cuenca del rio Maipo.

Objetivos especificos.

e Determinar la variabilidad de los genes COI, ND5 y ODC en individuos de B.
microlepidotus provenientes de los sitios contaminados y no contaminados del
rio Maipo.

e Evaluar si existe diferenciacién genética entre los grupos contaminados y no

contaminados del rio Maipo.

o Evaluar si existen haplotipos bajo seleccién por efecto de la contaminacion en

los genes mitocondriales COI'y ND5

e Identificar alelos bajo seleccién por efecto de la contaminacion en el gen nuclear

oDC
MATERIALES Y METODOS.

Nimero de individuos por poblacion y dilucion de las muestras de DNA stock.
Se obtuvo DNA de individuos del pejerrey Basilichthys microlepidotus provenientes
desde cuatro poblaciones habitando la cuenca del rio Maipo, dos poblaciones habitando

sitios contaminados: Melipilla (MEL) - Puente Pelvin (PEL) y dos poblaciones



habitando sitios no contaminados: Isla de Maipo (IM) - San Francisco de Mostazal
(SFM). Mayor informacién con respecto a la obtencion del DNA y de los lugares de
muestreo se describe en Vega-Retter et al. (2014). En total se obtuvieron 86 individuos:
22 de MEL, 21de PEL, 22 de IM y 21 de SFM. Previo a la reaccion PCR, ¢l ADN se

diluyo a una concentracién final aprox. de 65 ng/ul.

Preparacion partidoves Gen COI ND35 y ODC.

Con el fin de determinar diferencias en las frecuencias de haplotipos y alelos entre las
poblaciones del pejerrey, se analizaron dos genes mitocondriales: Citocromo ¢ oxidasa
subunidad T (COIT) y Nadh deshidrogenasa subunidad V (NADH), los cuales mostraron
evidencias de presentar seleccidn de haplotipos en peces colectados en zonas
contaminadas, en relacién a los peces que habitan zonas no contaminados (ver Vega-
Retter 2014). Ademads se analizo el gen nuclear Omitina descarboxilasa (ODC), el cual
presentd una considerable sobre expresion en peces colectados en zonas contaminadas

(ver Vega-Retter 2014).

Los partidores para los tres genes fueron generados a partir de las secuencias de mRNA
obtenidos del andlisis de RNA-seq (Vega-Retter&Veéliz 2014). Se utilizd la herramienta

“srimer-BLAST” de Genbank (hito://www.ncbinbmnnih.eov/y para ubicar dentro de
prim galits

estas secuencias partidores que tuvieran una temperatura de alineamiento de 60°C. Para
el gen COI los partidores fueron: Forward: COIF-6523: TCC TAT TTA CAG TGG
GCG GC, Reverse: COIR-7168: CCA CAA CTC TGC CTC GAC AA. Para el gen
NADH los partidores fueron: Forward: ND5F-12321: ACG CCG ATC CCT TTA TGA

ACC, Reverse: NDSR-130706: TGC GGA TAT CIT GCT CGT CA. Ambos genes



mitocondriales fueron secuenciados en una tnica direccidn, forward. Para el gen ODC
Las secuencias de los partidores fueron: Forward: Ornithine-3F: CTT TGG CAT CCC
TGG GAA CT, Reverse: Ornithine-3R: GAG GGC TGG GTT GAT TAC TG. Por
tratarse de un gen nuclear, ODC se secuencié en ambos sentidos como método para

corroborar la veracidad de las posibles mutaciones.

PCR de secuenciacion v obtencion de las secuencias.

Se realizaron las PCRs siguiendo el protocolo estandar: Buffer 1x (Invitrogen), 3,2 nM
de Mg(i12, 0,2 U/uL de dNTP, 5 pmol de primers directo e inverso, y 0,1 U/uL de Taq
ADN polimerasa {(ITnvitrogen). La reaccion de PCR (en 25 pl..de volumen final) implicd
un paso de desnaturalizacion de 94°C durante 3 min, seguido de 30 ciclos de 94°C
durante 30s, 60°C durante 90s y 72°C por 90s, con un paso de elongacién final a 72°C
durante 10 min. Se comprobd los productos de las PCRs de secuenciacion en geles de
agarosa. Luego los productes de PCR fueron enviados a Macrogen Inc

(www.mnacrogen.com) para la secuenciacion.

Alineamiento, secuencias consenso vy determinacion de SNPs.

Se alined las secuencias de los 3 genes utilizando el software Proseg v. 2.91 (Filatov
2002). En el caso del gen ODC, se construyo las secuencias consenso, a partir de las
secuencia reverse y forward, como método para corroborar la veracidad de los SNPs
enconirados. En los genes mitocondriales las mutaciones se verificaron manualmente v
solo fueron aceptadas en los lugares donde las secuencias no tuvieron ambigiiedad de los

peaks.



Por tratarse de un gen nuclear, los peaks superpuestos del gen OCD correspondieron a
individuos heterocigotos para una determinada posicién. Ademds, se corrobord la
existencia de inserciones y deleciones (indel). Se utilizd la nomenclatura TUPAC para
denominar las mutaciones en que dos-0 mds bases son posibles para una misma posicion.
Finalmente Ia determinacion de cada alelo se realizé utilizando el procedimiento Phase
implementado en el software DnaSP V.4.9 (Rozas 1999). Para simpleza de la entrega de
la informacion, cada alelo observado se nombré con 5 caracteres representando cada
diferencia observada entre alelos. Por ejemplo el alelo G—GT, muestra las mutaciones
G, G y T ubicadas dentro de la secuencia del gen OCD y los “—* representan la

presencia del indel en este alelo.

Andlisis de datos genes mitocondriales.

A partir de las secuencias alineadas, se identificé y corrobord la veracidad de las
mutaciones. Se calculd la diversidad genética, niimero de mutaciones y nimero de
haplotipos para cada poblacion con el software DnaSP v.4.9. Luego se construyd una red
de haplotipos con el software Network v.4.2 (Forster et al. 2007). Para determinar
diferencias en las frecuencias haplotipicas entre individuos colectados desde los sitios
contaminados y no contaminados, se realizd un andlisis de varianza molecular
(AMOVA) con el software Arlequin v.3.5 (Schneider et al. 2000). Para este analisis,
cada sitio estuvo anidado en la condicion contaminado vs no contaminado. Luego, se
realizé un analisis por pares, para el cual se estimd el indice Fsr y la significancia

estadistica con 5000 permutaciones. Finalmente se calcularon los test de Tajima
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(Tajimal989) y de Fu and Li (Fu & Li 1993) con el software DnaSP v 4.9, para

determinar si las mutaciones estin bajo neutralidad.

Andlisis de datos gen nuclear (ODC).

A partir de las secuencias se construyeron los genotipos de cada uno de los individuos.
Se estim6 el nimero de alelos observados, los heterocigotos observados y esperados
para cada uno de los sitios. Finalmente, se comparo las frecuencias de heterocigotos
observadoes y esperades encada uno de los sitios analizados, esto utilizando el indice Fis,
el cual nos entrega una idea acerca de posibles desviaciones al equilibrio Hardy-
Weinberg. Este cdiculo se realizo con el programa Arlequin v. 3.5 y su significancia se
estim6 utilizando 5000 permutaciones. Como método de verificacion, se comparé los
valores de Fis observados para OCD con aquellos publicados por Vega-Retter et al.
(2014) en las mismas poblaciones pero utilizando microsatelites. Con esta informacién
se¢ construyd ademds una red de alelos utilizando el software Network v. 4.2. Para
determinar diferencias en las frecuencias haplotipicas entre individuos colectados desde
los sitios contaminados y no contaminados, se realizd un andlisis de la varianza
molecular (AMOVA) con el software Arlequin v.3.5 (Schneider et al. 2000). Para este
analisis, cada sitio estuvo anidade en la condicidon contaminado vs no contaminado.
Luego, se realizé un analisis por pares, para el cual se estim¢ ¢l indice Fsr y la

significancia estadistica con 5000 permutaciones.
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RESULTADOS.

Gen Citocromo c oxidasa subunidad I (COIl).

Se obtuvo una secuencia de 579 pares de bases sin ambigiiedades ni indels, el nmimero de
individuos secuenciados con éxito se muestra en la Tabla 1. Para este gen se detectaron
tres sitios mutacionales: i) 108, ii) 174 y iii) 432. La mutacién 108 (G por A) se observd
anicamente en la poblacion de MEL, mientras que las mutaciones174 (C por T) y 432
(G por A) se observaron en las pob’lacidnes MEL y SFM. En los sitios IM y PEL los
individuos no presentaron mutaciones para este gen. Cabe destacar que el sitio MEL

presento las tres mutaciones encontradas para el gen COL

Tabla 1. Numero de individuos (n) de B. microlepidotus analizados desde cada sitio de
muestreo. Ademas, se muestra el largo de la secuencia obtenida para cada uno de los

genes estudiados.

CO1 ND5 oDC
(579 pb) (655 pb) (839 pb)

Condicion Cuenca n n n
No Contaminade IM 21 21 19
SFM 20 20 19
Contannado MEL 18 21 17
PEL 21 21 21
TOTAL 80 83 76
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Para todos los sitios, se observé un bajo numero de haplotipos y sitios polimérficos,
siendo MEL el sitio que presenté el mayor nimero de haplotipos (h=3) (Tabla 2). La
diversidad haplotipica calculada fue cero en los sitios IM y PEL, debido a la existencia
de un dnico haplotipo en estas poblaciones. Los resultados de les andlisis de neutralidad
(Tajima y Fu’s) no mostraron evidencias estadisticas que permitan rechazar Ia

neutralidad (Tabla 2).

Tabla 2. Resumen de las caracteristicas genéticas del gen COI obtenidas por sitio. n:
mimerode muestra; h: nimero de haplotipos; S: ndmero de sitios polimérficos; Hd:
diversidad haplotipica; K: niimero promedio de diferencias nucleotidicas; Pi: diversidad

nucleotidica.

Cuenca n h S Hd K Pi Tajima  Fuand Li

Contaminados @ MEL 18 3 "3 0,375 0,502 0,00087 -0,68677 092775

PEL 21 1 8 9, 0,000 0,0000 0,00000 0,00000
No contaminados M 21 1 0 0,00 0,000 00000 0,00000 0,00000

SFM 20 2 2 0,262 0,523 0,00090 0,21236 0,70567

Bt
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La red de haplotipos (Figura 1) muestra que el haplotipo mas frecuente (H1) esta
presente en todas las poblaciones, ademas no existe un haplotipo de alta frecuencia
asociado a una unica poblacién o bien asociado a la condicién de contaminado o no

contaminado

Contammnados
| PEL

ST B

No Contaminados

Figura 1. Red de haplotipos realizada con secuencias del gen COI. Se observan 3
haplotipos (H1, H2 y H3). El haplotipe H1 fue comiin en los cuatro sitios muestreales.
El haplotipo H2 se observd solo en el sitio MEL (contaminado), mientras que el
haplotipo H3 estuvo presente en ambos grupos en SFM (no contaminado) y MEL
{contaminado). Los nlimeros en rojo entre los haplotipos indican la posicion de la

mutacion que diferencia a los haplotipos.

14



El AMOVA nos permitié determinar a qué nivel se particiona de forma significativa la
varianza. Este analisis mostrd un valor negativo, el cual puede ser considerado como
valor cero, entre la condicion contaminada y no contaminada. Por otro lado indica que
existe un 6.62% de la varianza explicada por las diferencias entre sitios dentro de cada
condicion. Los indices F mostraron esta diferencia: Fer = -0,04016, P = 1.00; Fsc =

0.06364, P = 0.03128 (Tabla 3).

Tabla 3. Andlisis de la Varianza Molecular realizado para el gen COL

Df % de variacion

Entre los grupos I 402
Entre las poblaciones dentro de los grupos 2 6,62

Dentro de las poblaciones 76 9740

TOTAL 79 100

El analisis de Fgr por pares (Tabla 4) mostré diferencias estadisticas significativas en la
frecuencia de los haplotipos entre IM (sitio no contaminado) y los sitios SFM y MEL
(sitio no contaminado y contaminado respectivamente). Este patron no muestra una clara

diferenciacion asociada a la condicion de contaminacidn para este gen.
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Tabla 4 Valores de Fgr pareados (sobre la diagonal) y sus respectivos valores de P (bajo

1a diagonal), obtenidos para el gen COI. (¥*P<0,05)

Contaminados No contaminados
Sitios MEL PEL ™M SFM
Contaminados MEL 0,05733 0,16327 -0,00949
PEL 0,10316 -0,01557 0,01815
No contaminados 1M 0,03356% 0,99990 0,07131
SFM  0,48847 0,21879 0,04604*

Gen Nadh deshidrogenasa subunidad V (ND5)

Se obtuvo una secuencia de 655 pares de bases sin ambigiiedades ni indels, el nimero de
individuos secuenciados con €xito se muestra en la Tabla 1. Para este gen se encontraron
nueve sitios mutacionales, de los cuales 3 fueron tinicos para los sitios contaminados, en
las posiciones: i) 241 la cual ocurre s6lo en MEL (C por T);ii) 524 ocuire solo en MEL
(C por T);iii) 538 ocurre sélo en MEL (C por T). En los sitios no contaminados- 2
mutaciones fueron tnicas, en las 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
ambos grupos: i) 268 ocurre en todas las poblaciones (C per T);ii) 355 ocurre en MEL y
SFM (T por C);iii) 532 ocurre en todas las poblaciones (G por T); iv) 571 ocurre en IM
y MEL (T por G).En general todas las mutaciones se encontraron en baja frecuencia. El
sitio .MEL. presenta la mayoria de las mutaciones al igual que lo observado para el gen

COL
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Un resumen de las caracteristicas genéticas obtenidas por sitio se muestra en la Tabla 5.
El sitio MEL presentd ¢l mayor nimero de haplotipos (h=7) y PEL el menor niimero
(h=2) ambos sitios ubicados en la zona contaminada, mientras que ambos sitios
contaminados (IM y SFM) presentaron el mismo nimero de haplotipos (h=5). Los test
de neutralidad no fueron significativos por lo que no se puede descartar la neutralidad de

1as mutaciones en todos los sitios (Tabla 5).

Tabla 5. Resumen de las caracteristicas genéticas del gen ND3 obtenidas por sitio. n:
niimero de muestras; h: nimero de haplotipos; S: niimero de sitios polimérficos; Hd:
diversidad haplotipica; K: nimero promedio de diferencias nucleotidicas; Pi: diversidad

nucleotidica.

n h S HI KX Pi Tajima Fuand Li

Contaminados MEL 21 7 7 0,827 1,993 0,00306 0.20327 1,30884
PEL 21 3 2 0,330 0,567 0,00086 040901 0.,76579
No contaminados ™M 21 5 5 0,534 1,422 0,00217 0,56226 1,11246

SFM 20 5 5 0,738 1,185 0,00181 0,01975 1,11690

La red de haplotipos (Fig. 2) muestra los 9 haplotipos observados para este gen, fres de
estos fueron tnicos para MEL (H 6, H 7 y H_B). Sin embargo, los haplotipos de mayor
frecuencia (H 1, H 3 y H 4) fueron compartidos por todos los sitios. Esta evidencia
muestra que no hay un haplotipo del gen ND35 asociado a la condicion de contaminado o

no contaminado.
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Figura 2. Red de haplotipos para el gen ND5. Se observan 9 haplotipos. Los haplotipos
H1, H3 y H4 fueron comunes en los cuatro sitios muestreales. Los haplotipos H6, H7 y
H8 fueron tunicos para el sitio MEL (contaminado). El haplotipo HS5 fue unico para el
sitio TM (no contaminado). El haplotipo H2 se observa tinicamente en IM v SFM (ambos
no contaminados), y el haplotipo H9 se observa umicamente en MEL y SFM

(contaminado y no contaminando respectivamente).

El AMOVA (Tabla 6) mostré un valor negativo para la varianza explicada por la
condicién contaminado vs no contaminado. Ademas mostréo que un 17.13% de la
varianza era explicada por las diferencias entre sitios dentro de cada condicién, los

indices F muestran esta diferencia: For=-0.06937. P=0.,70186; Fs~=0.,16019, P<0.001.
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Tabla 6. Anélisis de la Varianza Molecular para el gen ND5.

Df % devariacion

Entre los grupos 1 -6,94
Entre las poblaciones dentro de los grupos 2 17.13

Dentro de las poblaciones 79 89.81

TOTAL 82 100

El resultado del andlisis de Fsrpareado (Tabla 7) no mostré una diferenciacion entra los
sitios contaminados v no contaminados. Esta evidencia es clara al no detectarse
diferencias significativas entre ¢l sitio MEL (contaminado) y SFM (no contaminado)
siendo su valor de Fsr = 0.0254 y el valor de p = 0.18077. Este patron fue similar a lo
encontrado para el gen COI, por lo que, la condicién de contaminado de los sitios (PEL

y MEL) no estarfa afectando la frecuencia haplotipica en ambos genes mitocondriales.
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Tabla 7. Valores de Fsypareados (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 PEL M SFM
Contaminados MEL 0,21955 -0,14304 0,02539
PEL  0,00069* 0,01364 0,20303
No contaminados IM  0,00208* 0,28225 0,09587
SFM  0,18077 0,00218% 0,02534*

Gen Ornitina descarboxilasa (ODC).

Se obtuvo una secuencia de 839 pares de bases sin ambigiiedades en los 76 individuos
analizados (Tabla 1). En algunos alelos se observd un evento de insercidén-delecion
(Indel) en la posicion 360 (Timina) v 361(Citocina). Por tratarse de un gen nuclear, al
analizar las secuencias ‘(én formato Proseq), los peak superpuestos encontrados en el
histograma, corresponden a los alelos para ese locus y por lo tanto, corresponden a
individuos heterocigotos. Para este gen se encontrd cinco sitios mutacionales, dos de
ellos correspondientes al Indel y tres sitios que presentaron superposicion de bases en el
histograma: 1) 106 (bases A y G), ii) 374 (bases G y C) v, iii) 585 (bases T y C). Los
cinco sitios mutacionales dieron origen a 6 alelos (GTCGC; GTCGT; ATCGC; G—GT;
G—GC yGTCCT) y a partir de ellos se encontraron 11 genotipos, 3 homocigotos

(GTCGC,GTCG; ATCGC,ATCGC; G—GT,G—GT) vy 9 heterocigotos
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{GTCGC,GTCGT; GTCGC,ATCGC;G—GT,G—GC;GTCGC,GTCCT; GTCGC,G—

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

En la Tabla 8 se muestra un resumen de las caracteristicas alélica del gen ODC. En
general, se observa que los sitios contaminados tienen menor diversidad haplotipica
(Hd) y numero promedio de diferencias nucleotidicas (K) que los sitios no
contaminados. Los test de Tajima y Fu’s no mostraron evidencias estadisticas que

rechacen la neutralidad (Tabla 8).

Tabla 8. Resumen de las caracteristicas genéticas del gen COI obtenidas por sitio.n:
niimero de muestras; h: nimero de haplotipos; S: nimero de sitios polimérficos; Hd:
diversidad haplotipica (genética); K: niimero promedio de diferencias nucleotidica; Pi:

diversidad nucleotidica.

n H S HI K Pi Tajima  Fuand Li

Contaminados MEL 17 4 3 0487 0,599 0,00072 -0,41765 0,93449
PEL 21 3 2 0,222 0,229 0,00027 -0,9647 0,76579
No contaminados IM 19 3 2 0,586 0,671 0,00080 0,78584 0,77710

SFM 19 4 3 0647 0912 0,00109 061172 092151

La red de alelos realizada para el gen ODC (Fig. 3) mostré dos alelos unicos para la
poblacion PEL (H6 y H7) pero de baja frecuencia, observados en sélo un individuo cada

alelo. Se observd ademds un alelo tnico en los sitios no contaminados (HS), pero
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también de muy baja frecuencia (2 individuos de IM v 7 de SFM). Los alelos mas

comunes estuvieron presentes en todos los sitios.

i

Figura 3. Red de alelos realizada para el gen ODC.
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El andlisis de AMOVA (Tabla 9) mostré que un 5.71% 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: Fer=0.05712, p=0.33724:

Fsc=0.04396, p=0.0581.
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Tabla 9. Analisis de la Varianza Molecular para ¢l gen ODC.

Df % de variacién

Entre los grupos 1 3,71
Entre las poblaciones dentro de los grupos 2 4,14

Dentro de las poblaciones 148 90,14

TOTAL 151 100

En la Tabla 10 se muestra el resultado del andlisis de Fst por pares. Se observa que el
sitio contaminado PEL tiene una diferencia significativa en la frecuencia de alelos con
respecto a los sitios no contaminados IM y SFM. Ademas los sitios no contaminados M
y SFM son significativamente distintos entre si. Estos resultados indican que ias
diferencias en las frecuencias alélicas no se asocian con.la condicién del ambiente. En
los tres genes analizados, se observa que no hay una diferenciacion 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 diagonal) y sus respectivos valores de P

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

Contaminados No contaminados
Sitios MEL PEL ™M SFM
Contaminados MEL 0,03355 0,04550 0,02842
PEL  0,17676 0,13891  0,17043
No contaminados M 0,11328 0,00195* 0,04943

SFM 0,16992 0,00195% 0,03223*

La tabla 11 muestra el resultado del andlisis de Fis. Si bien se observa un ntiimero similar
de alelos en todos los sitios, resaltan los valores de heterocigosidad y Fis observados
para cada poblacién. Estos datos muestran que los sitios no contaminados no presentan
desviacién significafiva de lo esperade en equilibrio de Hardy-Weinberg. Sin embargo,
los dos sitios contaminados mostraron fuertes .déficits de heterocigotos, lo cual sugiere
un evento de seleccion positiva a algin homocigoto o seleccién en contra de los

heterocigotos.
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Tabla 11. Resultados Fis para cada poblacién. Donde, n: nimero de muestras, NA:
niimero de alelos observados, Ho: frecuencia heterocigotos observada; He: frecuencia

heterocigotos esperada.

Condicion n NA Ho He Fis P

No Contaminado IM 19 4 0.5789 0.6302 0.10811 0.297

SFM 19 4 0.6842 0.6440 -0.03540 0.551

Contaminado MEL 17 4  0.2353 0.4637 0.51515 <0.001

PEL. 21 35 0.1965 0.2596 0.28889 <0.001

Para obtener una mejor descripcion de la diferencia observada en el test de Fig, se realizo
un analisis cualitativo de los genotipos. Se detectd la presencia de 11 genotipos de los
cuales 9 fueron heterocigotos y 3 homocigotos. En la Fig. 4 se muestra la frecuencia de
los genotipos heterocigotos observados en cada una de los cuatro sitios. Se observa que
los sitios no contaminados (IM y SFM) presentaron mds diversidad y frecuencia de
genotipos heterocigotos que los sitios contaminados (MEL y PEL). El sitio IM present6
5 genotipos heterocigotos de un total de 8 genotipos posibles, el genotipo GTCGC,
ATCGC es el mas representativo de la poblacion con una frecuencia de 37 %. El sitio
SFM presentd 5 genotipos heterocigotos siendo ¢ genotipo GTCGC, GTCCT el mads

representativo de la poblacion con una frecuencia de 26 %, es importante notar que en



los sitios contaminados no se observo presencia de heterocigotos carentes del alelo

GTCGC.
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Figura 4. Grafica de burbujas de los genotipos heterocigotos del gen ODC para las 4
poblaciones. El tamafio de la burbuja es una ilustracion del nimero de individuos que
tiene cada genotipo, por este motivo los genotipos menos frecuentes no se observan en la
grifica ya que las burbujas mas grandes se superponen. Las frecuencias de este grafico

se complementan con aquellas de la Figura 5.

En la Fig. 5 se muestra un grafico de burbujas para los genotipos homocigotos presentes
en cada una de las poblaciones. Los cuatro sitios muestreales 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

contaminadas. El genotipo GTCGC.GTCGC es el mas frecuente en ambas poblaciones

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

genotipo, respectivamente. El genotipo con el Indel (G—GT,G—GT) no mostrd

variaciones importantes en su frecuencia entre sitios contaminados y no contaminados,

variando entre 8 y 20%. EL genotipo ATCGC,ATCGC estuvo presente solo en 1

individuo del sitio TM.

T I S ——
g 0800 sy
- , @ GTCGC , GTCGC
§ 0400 —————— |
S i _Q @ ATCGC , ATCGC
* 0200 — 9 - "ﬁ——orw @ G55GT, GS5GT
0,000 | 9 B
200 0 M SFM PEL  MEL
= No contaminados Contaminados

Poblaciones

Figura 5. Grafico de burbujas de los genotipos homocigotos del gen ODC para los cuatro

sitios estudiados. El tamafio de la burbuja es proporcional al nimero de individuos por

sitio.
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DISCUSION.

Genes mitocondriales (COIl'y NDS3).

Los analisis realizados para evaluar el efecto de la contaminacién sobre la variabilidad
genética en ambos loci mitocondriales, mostraron que: i) no se detectd diferencias en la
frecuencia de haplotipos entre los grupos (contaminado y no contaminado), ni tampoco
entre las poblaciones dentro de los grupos, ii) no se encontrd haplotipos tinicos vy de alta
frecuencia asociados a algun tipo de contaminacidn, iii} en general todas las poblaciones
mostraron un bajo niimero de haplotipos o baja diversidad genética con excepcién de
MEL (centaminado) y iv) las mutaciones no mostraron desviacién a lo esperado por
neutralidad, por lo tanto, la frecuencia de estas mutaciones varia por efecto del azar y no

por seleccion natural.

Basado en lo anterior, los resultados en esta tesis no permiten aceptar la posible
seleccién de SNPs observados por Vega-Retter (2014) en ambos genes mitocondriales
en B. microlepidotus. Esta diferencia puede deberse a que los SNPs encontrados por
Vega-Retter (2014) fueron falsos positivos, probablemente debido al bajo ntimero de
muestras con las que se realizé el RNA-Seq, en el cual se utilizo 6 peces obtenidos en
lugares contaminados y 5 desde lugares no contaminados. Por lo tanto, el bajo niimero
de muestras podria sesgar los resultados e influir en la deteccion de verdaderos SNPs

bajo seleccion.

Por otra parte, este trabajo detectd una baja diversidad genética (en ambos loci

mitocondriales) en las poblaciones de B. microlepidotus habitando el rio Maipo. Este
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hecho podria ser explicado por la historia de cambios drasticos en los tamafios
poblacionales histéricos y/o contemporineos. En este contexto, el andlisis de loci
microsatélites realizado por Vega-Retter et al. (2014) en los mismo sitios de estudio,
muestran que €l tamafio efectivo contemporaneo es significativamente menor que el
histérico. Cambios contempordneos de los tamafios poblacionales fueron descrito para
B. microlepidotus en los ultimos 30 afios (Mufioz 2007), llegandose a considerar a esta
especie en un estado de conservacién vulnerable (Ministerio del Medio Ambiente 2016).
TLa contaminacion podria ser sefialada como una de las causas en la reduccion del
tamafio de la poblacién de B. microlepidotus y su consecuente pérdida de diversidad
genética. Casos similares han sido reportados por Murdoch & Hebert (1994) a través de
enzimas de restriccion para ADN mitocondrial, quienes detectaron una menor diversidad
de haplotipos en individuos de Ameiurus nebulosus provenientes de sitios contaminados
con hidrocarburos aromdticos en el “Great Lake™, al ser comparados con individuos
habitando sitios no contaminados. Los autores proponen que, en el pasado, la
contaminacién redujo considerablemente el tamafio de la poblacidén, resultando en la
reducida diversidad genética del presente (“cuello de botella™). En nuestro caso, Vega-
Retter et al. (2014) no encontrd evidencia del efecto “cuello de botella” en ninguna de
las poblaciones estudiadas (las cuales son las mismas utilizadas en esta tesis). Cabe
destacar que debido a las caracteristicas geograficas de los habitats de agua dulce, en
algunos casos las batreras naturales impiden fuertemente la dispersion de individuos,
generando poblaciones aisladas y una marcada estructuraciéon genética de las

poblaciones (Youngson et al. 2003, Mank & Avise 2006). En estos casos las poblaciones
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son mds sensibles a las perturbaciones ambientales y estdn més expuestas a reducir su

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

En resumen, los resultados de esta tesis no permiten aceptar parcialmente mi hip6tesis
inicial en cuanto a que la contaminacién tiene un efecto selectivo sobre las mutaciones

encontradas en ambos loci mitocondriales.

Ornitina descarboxilasa (ODC).

Contrariamente, nuestro estudio de genes nucleares con el gen ODC, si evidencia
diferencia entre ambientes contaminados y no contaminados, asf los sitios contamminados
mostraron: i) déficit significativo de heterocigotos, ii) una mayor frecuencia del genotipo
GTCGC, CTCGC iii) considerable reduccién de-la frecuencia de heterocigotos con el
alelo GTCGC en los sitios contaminados y iv) la total ausencia de heterocigotos sin el

alelo GTCGC.

Basado en lo anterior, el gen ODC si permitiria evidenciar seleccién en los peces
expuestos a contaminacion. Los resultados sugieren que el alelo GTCGC podria estar
bajo seleccion direccional positiva por efecto de la contaminacion. A pesar de la
diferencia en el tipo y grado de contaminacion presente en los sitios contaminados, en
este caso observamos el mismo patron de seleccion en el gen ODC en ambos sitios
contaminados. Esto quiere decir que el alelo GTCGC del gen ODC podria estar
implicado en generar una respuesta adaptativa a la contaminacién en general y no a un

contaminante en particular.
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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 deshidrogenasa
(Mdhl) en individuos del bivalvo Crassostrea angulata habitando zonas altamente
contaminadas con metales pesados, esto en comparacion con individuos habitando sitios
no contaminados del mismo lugar. Ademads, en los sitios contaminados, observaron
sefiales de seleccion por genotipos homocigotos de algunos alelos de estos loci, mientras
los heterocigotos fueron favorecidos en la poblacién control. El autor propone que esta
sel-e?:cién podria estar reiacionada con un proceso adaptativo de los individuos de C.

anguiata en los sitios contaminados.

Este estudio es un caso confroversial, ya que se ha demostrado que Ia sobre expresién
del gen ODC promueve el desarrollo de cancer. Por lo tanto, si la seleccion observada en
este estudio por el alelo GTCGC del gen ODC en los sitios contaminados estuviera
relacionada con la sobre expresion observada por Vega-Retter (2014) en los sitios
contaminados, se podria sugerir que de alguna manera ¢l alelo GTCGC del gen ODC
estd relacionado con la funcién de la enzima ODC y por lo tanto con una disminucion
del riesgo de céncer. Paralelamente, otra opcion seria que la seleccion de este alelo no
esté relacionada con la sobre expresion del gen ODC, sino mas bien al hecho de que este
alelo favorezca la adaptacion de los individuos a la contaminacién. De manera general
se ha observado que pobiaciones de peces expuestos a contaminacién presentan un
mayor frecuencia de tumores en el estomago, el higado y ademas en la piel, en

comparacién con peblaciones habitando sitios no contaminados (Brown et al. 1973).
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Lamentablemente en nuestro caso, no existen registros en que se demuestre la frecuencia
de tumores en individuos de B. microlepidotus expuestos a la contaminacion. Por lo
tanto, serfa relevante en estudios posteriores determinar la frecuencia de tumores en los

individuos de las poblaciones de interés habitando el rioc Maipo.

En resumen, dada la importancia biolégica del gen ODC es fundamental determinar a
futuro las consecuencias de la seleccién del alelo GTCGC in B. microlepidotus,
seleccion que podria estar relacionada con la sobre expresion encontrada en los sitios
contaminados o podria estar asociada con otorgar una mayor resistencia en respuesta a la

contaminacion.

CONCLUSION.
En este trabajo, mi hipétesis inicial en parte no fue corroborada debido a que no se
encontré evidencia de seleccion por efecto de la contaminacién sobre las mutaciones
presentes en ambos genes mitocondriales (COI y NDS). Sin embargo, al estudiar el gen
nuclear mi hipotesis si fue respaldada, ya que los resultados de los analisis genéticos
sugieren seleccidn direccional por el alelo GTCGC en los individuos habitando los sitios
contaminados del rio Maipo. No obstante con los dates que se cuentan no es posible
determinar si esta seleccion estaria relacionada con la sobre expresion del gen ODC
observada en Ios sitos contaminados y/o si estaria asociada con una respuesta adaptativa
gue permita generar resistencia a la contaminacién. Estudios futuros debiesen
concentrarse en determinar la frecuencia de tumores en los individuos de las poblaciones

de interés habitando el rio Maipo v en relacion al gen ODC.
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En términos generales, este estudio entrega informacién relevante del efecto de la
contaminacién sobre la genética del pejerrey endémico Basilichthys microlepidotus, y
puede ser considerada para futuros planes de conservacion de esta especie. Ademds este
trabajo contribuye al entendimiento general de la interaccién entre ¢l medio ambiente y

la genética de las poblaciones.
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