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RESUMEN

Los estudios de Impacto ambiental (EIA) requieren de una descripcion
pormenorizada de los componentes bidticos del lugar que sera intervenido para
otorgar el permiso respectivo, considerando entre otras cosas, la descripcion
[taxonomica] de macroinvertebrados bentdnicos. Debido a la baja resolucion
taxondmica alcanzada y su consecuente deficiente descripcién comunitaria, esta
informacion no es suficiente para determinar la calidad ambiental, por lo que es
necesario desarroliar nuevas herramientas que permitan un EIA mas preciso y menos
cuestionable. Nuevas tecnologias gendmicas desarrolladas en los ultimos afios
pueden ser de gran utilidad. Por ejemplo, el gen mitocondrial Citocromo oxidasa |
(CQIl) aumentaria la resolucion taxondmica de los individuos lo que valida esta
metodologia para el uso en gestion ambiental. Considerando esta informacion, el
presente seminario tiene como objetive determinar las diferencias en las
comunidades de macroinvertebrados benténicos de zonas contaminadas y no
contaminadas de la cuenca del rioc Maipo comparando una aproximacion morfoldgica
y una a través de la secuenciacién masiva. Se muestred una zona no contaminada
(Isla de Maipo) y una contaminada (Melipilla)} dentro del Rio Maipo en la Regidn
Metropolitana utilizando la metodologia MiQu (Universidad de Barcelona) para tomar
muestras de macroinvertebrados donde se incorpora Ia velocidad en los sustratos
muestreados. Se complementa esta aproximacion con un analisis fisico y quimico de
las muestras de agua de ambas zonas. Los invertebrados obtenidos con redes
Surber fueron primero identificados morfolégicamente y luego secuenciados con
tecnologia de proxima generacién usando partidores universales para el gen COL

Los andlisis fisicos y quimicos del agua indicaron que Melipilla posee aguas

Xi




degradadas en comparacion a Isla de Maipo. Los analisis de diversidad , cominmente
usados en EIA, no mostraron diferencias entre zonas, exhibiendo baja resolucion de
separacion de Jos sitios contaminados y no contaminados en un piano bidimensional
cuando se usé informacién morfoldgica. Sin embargo, el analisis gendmico permitié
una mejor separacion entre los sitios contaminados y no contaminados. Como
informacion adicional se pudo asignar nombre especifico a organismos que no se
tenia informacion en el pais ademés de poder detectar especies invasivas en las
muestras. La fortaleza del analisis gendmico de préxima generacidn mostré que es
una novedosa metodologia que podria ser utilizada como método de gestion

ambiental.
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ABSTRACT

Environmental Impact Assessment (EIA) requires a detailed description of the biotic
components of the sites that will be altered in order to obtain a permit. This EIA
considers, among other variables, the [taxonomic] description of benthic
macroinvertebrates. Due to the low taxonomic resolution achieved with morphological
identification, commonly this information is not sufficient nor it is an optimal description
of the environmental quality, thus it is necessary to develop new tools that allow a
more accurate assessment. Next generation sequencing technologies can be very
useful; for example, the mitochondrial gene Cytochrome oxidase | (COIl) would
increase the taxonomic resolution of individuals, emerging as an interesting too! for
environmental assessment. Considering this information, the present study aims to
determine the differences in communities of benthic macroinvertebrates from
contaminated and uncontaminated areas of the Maipo River Basin by comparing both
a morphological and a next generation sequencing approach. Two contrasting areas
were chosen within the Maipo River Basin: a non-polluted (Isla de Maipo) and a
polluted (Melipilla) site to perform this analysis. Using the MiQu methodology
(University of Barcelona), macroinveriebrates were collected considering the velocity
of the substrates. In order to characterize the abiotic environment, this approach was
complemented with a physical and chemical analysis of water samples from both
areas. Invertebrates obtained with Surber nets were first identified morphologically
and then sequenced with next generation technology using new universal primers for
the COl gene. Physical and chemical data indicated that Melipilla possesses
degraded water conditions when compared to Isla de Maipo. Diversity analysis,

commonly used in EIA, did not show differences between zones, exhibiting low
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segregation of contaminated and uncontaminated sites in a two-dimensional plane
when morphological information was used. However, genomic analysis explained
better the differences between polluted and non-poliuted sites in a two-dimensional
plane. It is important to note that genomic analysis allows to assign specific name to
organisms that previously had no information in the country, and remarkably detected
the presence of four invasive inveriebrate species. The strength of the genomic
analysis showed that it is a novel methodology that could be used as an environmental

management method useful in EIA.
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1.INTRODUCCION

La Ley N° 19300, Sobre Bases Generales del Medio Ambiente (LBGMA) (Ley
N°19300, 1994) cambid nuestro enfoque respecto al medio ambiente y la evaluacion
de proyectos ambientales. Por un lado, definié conceptos como biodiversidad o
contaminacién desde un punto de vista iegal, y, por otro lado, intredujo en Chile &l
Sistema de Evaluacion de Impacto Ambiental (SEIA). El SEIA definié 2 instrumentos
de gestién principalmente, los Estudios de Impacto Ambiental (EIA) y las
Declaraciones de impacto Ambiental (DIA). La diferencia entre EIA y DIA radica en
el tipo y magnitud de los impactos definidos en el articulo 11 de la LBGMA que indica
lo siguiente: “a) Riesgo para la salud de la poblacién, debido a la cantidad y calidad
de efluentes, emisiones o residuos; b) Efectos adversos significativos sobre la
cantidad y calidad de los recursos naturales renovables, incluidos el suelo, agua y
aire; ¢) Reasentamiento de comunidades humanas, o alteracién significativa de los
sistemas de vida y costumbres de grupos humanos; d) Localizacién proxima a
poblacion, recursos y areas protegidas susceptibles de ser afectados, asi como el
valor ambiental del territorio en que se pretende emplazar; ) Alteracién significativa,
en términos de magnitud o duracion, del valor paisajistico o turistico de una zona, y
f) Alteracion de monumentos, sitios con valor antropolégico, arqueclégico, histSrico
y, en general, los pertenecientes al patrimonio cultural.”, en el caso que e! proyecto

cumpla alguno de los puntos antemencionados, se debera realizar un EIA.

Los EIA, al ser estudios més acabados, exigen una informacion minima a presentar

que esta definida en el articulo 12 de la LBGMA, y uno de los requerimientos es la




Linea de Base que en la misma ley esta definida como “la descripcion detallada del
area de influencia de un proyecto o actividad, en forma previa a su ejecucion” y lo
que debe ir en ella esta definido en el articulo 18 literal e) del Reglamento del Servicio
de Evaluacién de Impacto Ambiental (RSEIA). Dos de los requerimientos de la LB
contempla analisis del medio fisico y biologico en el drea de impacto. En los sistemas
dulceacuicolas, los andlisis fisicos estan relacionados con caracterizaciones fisico-
quimicas del agua con mediciones in sifu y en laboratorio y, por otra parte, los andlisis
biolégicos destacan el uso de la diversidad bioldgica de peces, macréfitas,
zooplancton, fitoplancton y macroinvertebrados. Dada la importancia de estos

dltimos, se ha estudiado su uso y aplicabilidad como bioindicadores.

Para ser vélidos como indicadores bioldgicos, los macroinvertebrados bentdnicos
han sido utilizados desde hace mas de cien afios como indicadores de calidad de
aguas inicialmente con el indice saprobio propuesto por Kolkwitz y Marsson (1908).
Su aplicabilidad en esta area ha ido creciendo al transcurrir las décadas hasta
transformarse en una herramienta que incluye indices unimétricos, multimétricos,
multivariables y los rasgos biol6gicos de especies (“species traits”) (Prat y col., 2009).
En la actualidad, estos organismos son ampliamente utilizados como bicindicadores,
destacandose porque: i) poseen una amplia distribucién geografica y habitan
diferentes tipos de ambientes, 1i) tienen una gran riqueza de especies con amplia
diversidad de respuestas a los gradientes ambientales, iii) son en su mayoria
sedentarios, lo que permite el analisis espacial de la contaminacién, iv) en algunos
casos, es posible utilizar su reaccién de huida (deriva) como indicador de
contaminacion, v) algunas especies poseen ciclos de vida prolongados lo que

permite integrar los efectos de la contaminacion en el tiempo, vi) permiten ser




muestreados de forma sencilla y barata, vii) existe una taxonomia general bien
conocida a nivel de orden y familia, viii) la sensibilidad es bien conocida en muchos
taxa a diferentes tipos de contaminacidn, y ix) se utilizan un gran niimero de especies

en estudios experimentales sobre efectos de la contaminacién (Bonada y col., 2008).

Una de las principales formas de estudiar a los macroinvertebrados benténicos ha
sido utilizando la taxonomia, basandose en claves creadas a partir de la morfologia,
donde, generalmente es posible identificar hasta el nivel de familia (Bonada y col.,
2006). Sin embargo, el hecho de aumentar el nivel de resclucion hacia género o
especie se ve dificultado por la escasez de informacién disponible en estos niveles
taxondmicos, lo cual se relaciona al tiempo requerido para analizarias, y a la escasez
de especialistas que puedan interpretarlas. Esto titimo conlleva a que no se pueda
conocer la diversidad real de especies presentes en un ecosistema, afiadiendo
incertidumbre taxonémica y reduciendo la calidad de la informacion que es utilizada

generaimente en estudios de impacto ambiental.

En Chile, el problema es atin un poco mas complejo. Nuestras normas y leyes, por
ejemplo, las secundarias de calidad ambiental y la misma ley 19.300, requieren de
un buen andlisis de informacion, sin embargo, no poseemos suficientes especialistas
que estén trabajando en taxonomfa, lo cual impide conocer la real diversidad de
especies y el desarrollo de claves taxonémicas. Esto ha llevado a que exista una gran
informacién recopilada en informes técnicos y cientificos con baja resolucién

taxondémica y con una calidad discutible.

En los tltimos afios, metodologias adicionales han ayudado a identificar especies
como complemento del reconocimiento morfoldgico. De gran ayuda fueron los

partidores universales para el gen Citocromo Oxidasa | (COI) descritos por Foimer y




col (1994) y luego potenciados con la utilizacién de este gen como un barcodigo el
cual puede ser utilizado como complemento para la identificacién de especies (Hebert
y col., 2003 a, 2003 b, 2004). Por otro lado, el desarrolic de la secuenciacién masiva
de ADN (Acido desoxirribonucleico) (NGS: Next Generation Sequencing) ha
permitido el analisis de cientos de miles de secuencias en una sola corrida de
secuenciacion (Metzker, 2010). En este sentido, es posible analizar muchas especies
dentro de una misma muestra, tal como se ha realizado para bacterias (Vayssier-
Taussat y col., 2013, Salipante y col., 2014) y levaduras (Wilkening y col., 2013). Solo
recientemente se ha utilizado esta técnica para estudiar la diversidad invertebrados
marinos {Leray y col., 2013, Lejzerowicz y col., 2015) y de ofros sistemas (Ej. Lee y

col., 2012, Ashfaq y col., 2013).

En Chile, una de las cuencas mas contaminadas es la del Rio Maipo. En esta cuenca
vive el 40% de la poblacién de Chile, cerca de 6.7 millones de habitantes de acuerdo
al ultimo censo del 2012 (Vega y col., 2014). Por este motivo la cuenca ha
experimentado un deterioro de la calidad del agua, principalmente por la eutrofizacién
(Pardo y col., 2008) producto de la materia organica. Sin embargo, desde al afio 2000
conla promulgacion del Decreto Supremo 90 (DS 90/2000), que norma las emisiones
de contaminantes asociados a descargas de residuos liquidos sobre aguas marinas
y continentales, ha habido una mejora en la calidad del rio Maipo. No obstante, no
fue hasta el afio 2013, con la construccion de Ia planta Mapocho més el Trebal y La
Farfana, construidas en 2001 y 2003 respectivamente, que se tratan el 100% de
aguas residuales de Santiago, liberando las aguas al rio Mapocho e ingresando
posteriormente al Rio Maipo en el sector de F! Monte. El retorno de estas aguas es

sélo para fines agricolas, ya que no se logra eliminar los nutrientes {Ramatho, 19986).




Este sector productivo extrae agua, para sus cultivos, en gran medida disminuyendo
considerablemente el caudal durante el estigje, periodo en el cual el régimen

hidroldgico depende principalmente del derretimiento de las nieves.

La heterogeneidad ambiental es uno de los factores que se deben considerar en
estudios comunitarios. En el caso de los macroinvertebrados benténicos, la riqueza
taxondmica ser4a mayor mientras mas tipos de sustratos se consideren, mientras mas
grande sean los perimetros de los parches muestreados y mientras mayor sea la

agregacion de estos (Beisel! y col., 2000).

En el caso de los métodos analiticos que permiten encontrar diferencias y similitudes
entre sitios estudiados, Hughes (1978) indica que existen cuatro factores importantes
que influyen de gran manera el valor del indice se Shannon (H'), uno de los indices
mas utilizados y reconocidos dentro de los estudios comunitarios. Estos factores son:
i) el método de muestreo, ii) la estacion del afio, iii) el nivel de resolucién taxondémica
y iv) el area muestreada. Los dos lltimos factores estan directamente relacionados
con esta tesis, ya que, se pone a prueba el nivel de resclucién de la taxonomia
comparando una aproximacién morfoldgica y una aproximacion genética; ademas es
relevante abarcar no solo un érea mayor con esta metodologia de muestreo, sino

también considerar los distintos tipos de microhabitat presentes en los rios.

Existen muchas metodologias de muestreo de macroinvertebrados benténicos, vy el
uso dependera del objetivo del estudio. En la cuenca del rio Maipo se han llevado a
cabo varios de ellos, destacando dos de ellos que han recabado una vasta
informacién sobre macroinvertebrados: el informe del Centro de Ecologia Aplicada
(CEA) (2004) y el estudio realizado por EULA-CONAMA (2008). Sin embargo, en

ambos trabagjos, las muestras no se colectaron separadamente diferenciando el
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sustrato y la velocidad, sino que se mezclaron en un contenedor comun o se tomaron
desde sustratos estandarizados para todos los sitios (cuando estos sustratos
estuvieron presentes). Esto imposibilita un analisis previo para establecer la

relevancia de cada sustrato en la abundancia y presencia-ausencia de taxa raros.

Con estos antecedentes se puede observar un escenario complejo, donde los
cientificos que investigan estos sistemas en reiteradas ocasiones suelen lidiar con
problemas tanto en terreno como en laboratorio; esto es considerando un bajo
ntmero de sustratos y replicas, y utilizando claves taxonémicas que carecen de una

mayor resolucion que la de familia,

Considerando lo que se ha planteado, generar una metodologia de muestreo para
diferenciar la abundancia y riqueza de los distintos sustratos presentes en un rio es
fundamental para la conservacion de las especies, identificando asi, en qué tipo de
sustrato y velocidad es mas probable encontrar ciertas familias. Sumado a esto, el
poder identificar genéticamente a los individuos otorga mayor precisién a la
evaluacion ambiental, de forma tal que para los estudios de impacto ambiental y
tribunales ambientales brindaria evidencia objetiva al momento de dirimir entre un
permiso o una multa, sin dejar de lado el valor intrinseco que tiene el saber “quiénes

sony dénde estan”, cuando nos referimos a las especies de invertebrados acuaticos.

En el presente seminario, comparo la diversidad de organismos obtenidos desde el
bentos de zonas contaminadas y no contaminadas en la cuenca del rio Maipo. Para
ello describo las diferencias fisicas y quimicas de los sitios, ademas realizo un
andlisis de identificacién morfolégica de las especies presentes y una identificacion
genética de éstas utilizando secuenciacion masiva de muestras integradas de ADN.

Ademas, corroboro y rectifico especies de macroinvertebrados que ya habian sido




descritas en los informes CEA (2004) y EULA-CONAMA (2008) con ayuda de

herramientas genéticas.

Con esta informacion se podra evaluar si el aumento de la resolucidn taxonémica con
herramientas genéticas de préxima generacién permite un mejor analisis de la

diversidad con el fin de realizar mejores medidas de gestién,

1.1.Hipotesis
Hipétesis 1. Considerando el muestreo de lugares contaminados y no contaminados,
los sitios contaminados presentaran menor diversidad de especies que los lugares

no contaminados, considerando tanto e! analisis morfolégico como el genético.

Hipdtesis 2: El andlisis morfoldgico de las muestras mostrara menor diversidad de

grupos taxonémicos que la secuenciacién masiva de las mismas muestras.
¥

1.2.0bjetivo general

Determinar diferencias en las comunidades de macroinvertebrados benténicos de
zonas contaminadas y no contaminadas de la cuenca del rio Maipo utilizando

identificacion morfolégica y a través de la secuenciacién masiva.

1.3.0bjetivos especificos:

1.- Caracterizar los sitios contaminados y no contaminados utilizando informacion
fisica y quimica obtenida in sity y en laboratorio, considerando especialmente

aniones y cationes,




2.- Anglizar y comparar la diversidad y composicion de la comunidad de

macroinvertebrados bentdnicos, en zonas contaminadas y no contaminadas.

3.- Secuenciar el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | (CO!) de macroinvertebrados
mediante secuenciacion masiva y asignar ranking taxonomico de acuerdo al

procedimiento BLAST a un arbol originado mediante Neighbor Joining.

4.- Cuantificar diferencias obtenidas en la identificacion de los taxones mediante

asignacion taxondmica basada en morfologia y basada en anélisis molecular




2.MATERIALES Y METODOS

2.1.Area de estudio

Se eligieron dos zonas previamente determinados como no contaminado (isla de
Maipo) y contaminado (Melipilia), segiin Vega-Retter y col. (2014). Estos se
encuentran a 36 km aproximadamente entre si. Dentro de cada zona, se tomaron dos
réplicas separadas por 200 m, siendo réplicas los sitios A y B, en Isla de Maipo y, C
y D, en Melipilla, denominados en adelante sitios (Fig. 1). Los terrenos fueros
realizados en los meses de enero (campafia exploratoria) y entre el 6 y el 23 de marzo

de 2015 (Tabla 1).

Tabla 1. Coordenadas geogréficas de los sitios de muestreo. Isla de Maipo (AyB) y
Melipilla (C y D)

Sitio Latitud Longitud
Isla de Maipo A -33.771182° -70.908856°
Isla de Maipo B -33.768651° -70.910396°
Melipilla C -33.721684° -71.211813°
Melipilla D -33.722974° -71.215015°

Cabe destacar que los sitios muestreados fueron seleccionados en base al acceso,
al parentesco de los sustratos y a la geografia de las zonas con el fin de evitar que
otros factores influyan en las mediciones de los pardmetros fisicos-quimicos y

bhioldgicos.
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2.2.Muestreo quimico del agua y variables ambientales

2.2.1.Muestreo quimico del agua

Datos in situ fueron tomados con la ayuda de una sonda multiparametro marca
Wissenschaftlich-Technische Terkstatten (WTW) modelo Multi 3430 Set G. En cada
punto de muestreo y de forma aleatoria dentro del agua, se tomaron dos mediciones
de pH, temperatura (°C), conductividad (uSfcm), oxigeno disuelto (mg I') y
salinidad. Posteriormente se tomaron muestras de agua en contenedores de 0.5 L,
cuidando que no entren burbujas de oxigeno u ofros objetos contaminantes como
ramas u hojas; se guardaron en frio para el transporte y luego fueron analizadas en
el laboratorio de Quimica Ambiental de la Facultad de Ciencias de la Universidad de

Chile.

En laboratorio se cuantificaron los cationes: Sodio +1 (Na*), Calcio +2 (Ca?*), Potasio
+1 (K*) y Magnesio +2 (Mg?") y aniones: Cloruro (CI), Carbonato (CQOs?), y Sulfatos
(504%) utilizando cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con el protocolo

descrito en Sadzawka y col. (2006) y Copaja y col. (2014).

2.2.2. Muestreo e identificacion de macroinvertebrados

Para obtener la mejor representacion de la diversidad de organismos lo importante
es considerar la mayor cantidad de microhabitats en cada sitio que ser& muestreado,
por ejemplo, arena, rocas, curso de agua con rapidos, etc. Para lograr esto, se
modifico el protocolo MiQu (Macroinvertebrats Quantitatiu) propuesto por Prat y col.

(2012). En cada sitio, el area de muestreo abarcé una longitud de aproximadamente
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200 m. con una separacién entre sitios de 150 m. a 200 m., posterior a este proceso,
se revisd y analiz6 la cobertura del lecho del rio mediante analisis visual en un terreno
previo en ambas zonas donde se determiné los sustratos presentes, con sus
respectivas velocidades determinadas cualitativamente por el rizado del agua
(pudiendo ser velocidad Rapida R4, Media Me y Lenta Le). Las dos coberturas que
estuvieron presente en todos los sitios de muestreo (sustratos “comparables”) fueron
Roca (Ro) y Microalga Filamentosa (Ma), donde se colectaron muestras con estos
dos sustratos y asignando una de las velocidades antemencionadas, por ejempio,
Ma-Ro-Ra, siendo Microalga Filamentosa y Roca en velocidad Rapida, teniendo, en
consecuencia, 3 sustratos comparables para todos los sitios. Posteriormente se
colectaron 2 sustratos, denominados “no comparables” que no estuvieron presentes
en todos los sitios de muestreo. En total, se obtuvo 5 muestras por sitio con sus
respectivas réplicas. Por dltimo, se asigné a cada sustrato la proporcién al area total
de muestreo. Los respectivos sustratos y velocidades de las muestras de cada sitio

se resumen en la Tabla 2.

Una vez que se determind los sustratos presentes en cada sitio, se utilizé una red
Surber (0,02 m? y 250 um de abertura) para exiraer las muestras, rotulando en los
frascos los dos sustratos y la velocidad predominante en ese microhabitat. Las

muestras fueron fijadas y preservadas en etanol 95%.

12




Tabla 2. Sustratos muestreados por sitio, con ponderacién de la presencia en cada
tramo.

Isla de Maipo Melipilla
Muestra A % B % c % D %
1 Ma-Ro-Ra 15 Ro-Ma-Ra 60 Ma-Ro-Ra 15 Ro-Ma-Ra 10
2 Ma-Ro-Me 15 Ro-Ma-Me 10 Ma-Ro-Me 15 Ro-Ma-Me 10
3 MaRole 15 RoMale 10 MaRole 20 Ro-Male 10
4 Ro-Ra 10 Ma2-Ro-Me 10 Ma2-Se-L.e 10 Se-le 35
5 Se-Le 45 Ro-Se-le 10 Ro-Se-Le 40 Ro-Se-Le 35

Sustratos: Ma (Microalga Filamentosa), Ro (Roca), Se (Sedimento), Ma2 (Macrofita)
Velocidades: Ra (Répido), Me (Media), Le (Lento). Muestras 1,2 y 3: Sustratos Comparables.
Muestras 4 y 5: Sustratos no comparables

2.3.Analisis morfolégico de las muestras

La identificacion de insectos mediante morfologia se realizé bajo una lupa
estereoscopica Nikon y se utilizé las guias de Dominguez y Fernandez (2009), Paima
(2013) y Tachet (2010). Los insectos/macroinvertebrados fueron asignados a la
categoria taxonémica de Familia, en lo posible. En las muestras que presentaron una
gran abundancia de individuos, se analizé 1/6 de ésta y posteriormente se procedio
a una revision general de la muestra, por si aparecen otros taxa. Si la fraccién
analizada contuvo menos de 300 individuos, se procedio a contar otra fraccion hasta
que se completaron los 300 o mas individuos contabilizados, luego se ponderé por la
fraccion analizada para obtener los individuos totales en cada muestra. Los
macroinvertebrados fueron separados, contados, fotografiados y conservados en

tubos Eppendorf con etanol al 95%.
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2.4.Andlisis genético de las muestras: extracci6n, amplificacion y
secuenciacién masiva de ADN integrado

Desde los tubos Eppendorf que contienen los macroinvertebrados obtenidos
anteriormente, se realizd la extraccion de ADN mezclando individuos enteros {en el
caso de que sean pequefios) o frozos de tejido (en el caso de que sean de gran
tamarfio) de la misma familia por sitio y se cuantificé el numero de individuos que
fueron integrados. En este sentido, se utilizaron seis tubos de extraccién por cada

sitio de muestreo.

Para la obtencion del ADN se utilizé un kit QiaGen. Posteriormente se midid la
concentracion de ADN en un microespectrofotémetro Nanodrop (Thermo Scientific)
para luego realizar una “Polymerase chain reaction” (PCR, Reaccién en cadena de
la polimerasa). Luego, las muestras fueron limpiadas con AMPure. Los ciclos de PCR
consistieron en 3 minutos a 95°C, luego 16 ciclos que incluyen: 10 segundos a 95°C,
30 segundos a 62°C (bajando 1°C por cada ciclo) para finalizar con 1 min a 72°C,
posterior a esto, 25 ciclos: 10 segundos a 95°C, 30 segundos a 46°C y un minuto a
72°C por cada ciclo. Se finalizé la PCR con una elongacion final de 10 minutos a

72°C.

Para el estudio se amplificé una regitn de 300 pb del gen COl del ADN mitocondrial
utiizando dos partidores degenerados: el primero, jgHCO2198: &'
TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA 3' descrito por Geller y col. (2013) y el
segundo: WACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC descrito por Leray y col. (2013)
con el fin de amplificar una gran cantidad de especies. Estos dos partidores permiten
amplificar un fragmento de 300 pares de bases, tamarfic ideal para ser tratados en un

secuenciador masivo lon Torrent.
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Para lograr esta secuenciacién masiva, se realizé una segunda PCR sobre la primera
PCR (mismos ciclos de amplificacion) con partidores modificados que contenian la
region de reconocimiento del secuenciador masivo ion Torrent y barcodigos (Anexo
1) que permitieron la identificacion bioinformatica de las muestras de cada sitio
analizado. Estos partidores se modificaron siguiendo las recomendaciones de

Whiteley y col. {2012).

2.5.Tratamiento estadistico de las muestras

2.5.1.Analisis de datos fisicos y quimicos

Las variables fisicas (Temperatura, pH, conductividad eléctrica, oxigeno disuelto y
salinidad) y quimicas (cationes: Na*, K*, Ca* y Mg*, y aniones: CI, CO22 y SO52)
obtenidas en los sitios muestreados se tabularon para ser tratados con el software
Primer 6.0 (Clarke y Gorley, 2006). Se realizé un Anpélisis de Componentes
Principales (ACP) con el fin de ordenar en el espacio multivariado los sitios
muestreados ademas de determinar que variables fisicas y quimicas permiten la
segregacion de estos sitios en los dos primeros componentes que expliquen de
mayor forma la varianza. Se realizé un analisis estadistico no paramétrico de Kruskal-
Wallis con los valores de los scores obtenidos del Componente Principat 1 (CP1) del

ACP.

2.5.2.Andlisis de datos comunitarios
Se tabulé los datos en una matriz de doble entrada con taxa y muestras por sitio,

posteriormente se transformaron a abundancias relativas, se multiplicé por el drea de
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la red Surber (0,09 m?) y se ponderd por la cobertura porcentual del sustrato
correspondiente de |a superficie total de cada tramo muestreado (Tabla 2). Paracada
sitio, se evaliio aquellas variables ecolégicas que caracterizan la comunidad de
macroinvertebrados benténicos: riqueza total de taxa (8), diversidad de Shannon-
Wiener (H'), dominancia de Simpson (D), y abundancia relativa. También se realizé
un ACP con las abundancias previamente transformadas. Las variables ecolégicas
fueron calculadas en el programa PRIMER 6.0 (Clarke y Gorley, 2006) y el ACP en

R version 3.3.0 (R Core Team, 2016).

Con el fin de ordenar los sitios, con la tabla de doble entrada se cred una matriz de
similitud con medida de similaridad de Bray Curtis, luego se realizd un escalamiento
multi-dimensional no métrico (EMD-NM o non-metric Multidimensional scaling NMDS
en inglés) y dos Andlisis de Similitud (ANOSIM): el primero de una via entre los
sustratos comparables utilizando como factor la contaminacién (contaminado v/s no
contaminado), y el segundo de dos vias anidado donde todos los sustratos estén
anidados en el factor principal, contaminacion. Para ambos ANOSIM se utilizé 9999
permutaciones. Para explicar las diferencias en la composicion entre sitios se realizd
finalmente un analisis de Porcentajes de Similitud (Similarity Percentage o SIMPER).
En todos los analisis se aplicd una transformacién Log (X+1) a la tabla de datos
tratados previamente para disminuir las diferencias entre las grandes abundancias y

los datos que corresponden a ausencia de individuos en cada muestra.

2.5.3 Analisis de datos genéticos
Los datos obtenidos de cada sitio (A y B de Isla de Maipo, C y D Melipilla) de la

secuenciacion masiva fueron separados segun su barcodigo y luego se eliminé los
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segmentos correspondientes a estos y a los partidores con el programa ClinQC
(hitps://sourceforge.net/projects/clinge/), obteniendo archivos en formato FASTQ
para cada sitio con secuencias limpias del gen COl (Pandey y col., 2016). Estos
ultimos fueron tratados con el programa online PRINSEQ version 0.20.4 utilizando
los siguientes parametros; eliminacion de secuencias que tuvieran menos de 200
pares de bases, una puntuacioén minima de la calidad (Minimum Quality Score) de
10, un promedio de puntuacién minima de la calidad (Minimum mean quality score)
de 20, que tuvieran caracteres que no sean ATCGN, que sean secuencias exactas
duplicadas, nivel de entropia (Entropy) de 20 y se cortaron las 15 primeras bases del
extremos 5 (Trim nucleotides 5'). El archivo resultante se exporté en un formato

FASTA para el mejor manejo de los analisis comparativos.

Utilizando el software MEGA v 6.06 se alinearon las secuencias con el método
ClustalW, con las opciones por defecto y exportando el archivo a un formate MEGA.
Posteriormente se seleccionaron las primeras 300 secuencias (menos en el caso del
sitio C donde se usaron 227 secuencias que corresponden al maximo disponible)
para generar otro archivo con el gue se generaron los arboles de ordenacion. Para
esto se construyeron los arboles con el mismo programa con el método del “vecino
mas cercano” (Neighbor Joining) con 1000 remuestreos (bootstrap = 1000). Las
secuencias de cada arbol fueron contrastadas con [a base de datos genética de
Genbank con BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y se anotd el taxa
correspondiente con el porcentaje de identificacidn. Por Gltimo, los arboles fueron

editados con el software FigTree v 1.4.2 (hitp://iree.bio.ed.ac.uk/softwareffigtree/).
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2.5.4.Comparacion de la metodologia morfolégica y genética.

Con el fin de comparar los resultados obtenidos en base al analisis morfoldgico
versus el analisis genético se cuantificd el niimero de taxa obtenido por cada uno de
los andlisis. Considerando que el analisis genético sdlo permite obtener valores de
presencia de especie, se construyé bases de datos conteniendo 0 (ausencia) y 1
(presencia) tanto para el analisis morfologico y el analisis genético. La segregacion
en el espacio multivariado se compard cualitativamente al realizar un Anélisis de
Correspondencia (Correspondence Analysis, AC) para cada base de datos, Borcard
y col. {2012) indican que este tipo de analisis es ideal para ordenar en el espacio
bases de datos de presencia (1) y ausencia (0) de especies. E! AC fue realizado en

R version 3.3.0 (R Core Team, 2016).
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3.RESULTADOS

3.1.Resultados de parametros fisico-quimicos.

El Andlisis de Componentes Principales (ACP) realizado con las variables
fisicoquimicas mostré una segregacion espacial de los sitios (Figura 2). El ACP
mostro que los dos primeros componentes representaron el 75,8% de la varianza
(Figura 2), en el CP1, que representd el 52,4 % de la varianza total, las variables que
mas pesaron fueron pH, conductividad eléctrica, oxigeno disuelto, temperatura, Ct y
Ca*. A su vez, en el CP2, que representt el 23,4% de la varianza total, las variables
que mas pesaron fueron salinidad, Na*, K* y Mg*. Ademas, el ACP mostré una
segregacion en torno al eje del CP1 de los sitios correspondientes a no contaminado,
Isla de Maipo (A y B), y contaminado, Melipilla (C y D). Por el contrario, el CP2 mostré
una segregacion contraria a la del CP1. Reafirmando esta diferencia cualitativa, de
los sitios el test de Kruskal-Wallis realizado con los scores del CP1 (Tabla 3), mostré
diferencias significativas en las caracteristicas fisicas y quimicas entre las zonas Isla
de Maipo y Melipilla, utilizando los sitios como réplicas (Chi cuadrado del test de
Kruskal Wallis = 5,34 p <0,02). Las mediciones fisicas y quimicas de los sitios se

muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Mediciones fisicas y quimicas de Isla de Maipo (A y B) y Melipilla (C y D) y
scores del CP1.

Bardmaire Isla de Maipo Melipilla
A B C D
T(*C) 18,90 19,00 1860 1860 18,30 18,10 1820 18,30
pH 9,20 9,20 9,12 9,11 8,05 8,07 8,10 8,12

Conductividad (uS/cm™) 139900 1402,00 1394,00 1400,00 1448,00 1449,00 144500 1453,00
Oxigeno disuelto (mg ") 1219 11,91 11,79 1210 900 904 911 9,07

Salinidad 0,70 0,70 0,60 0,70 0,70 0,70 0,70 0,70
Na* (ppm) 9,06 10,79 15,06 14,99 8,90 13,80 6,75 13,37
K* (ppm) 2,22 2,10 1,09 1,07 1,59 2,52 1,27 2,67
Ca?*(ppm) 3,25 3,32 2,99 2,97 3,23 4,51 3,44 4,45
Mg?*(ppm) 2,35 2,40 3,68 3,61 2,79 3,00 2,77 3,03
COz*(mg I") 2536 2389 3549 3376 6076 37,80 3188 3120
Ch(mg ) 6865 6321 7654 7389 97,12 161,56 122,87 140,95
S042(mg I) 115,78 121,65 256,31 253,89 203,35 36362 256,08 353,80
Scores CP1 2,49 2,57 2,63 2,11 -1,66 -343 175 2,79
. (.
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Figura 2. Biplot del Analisis de Componentes Principales (ACP) de las estaciones de
muestreo de Isla de Maipo (A y B) y Melipilla (C y D), a partir de variables fisico-
quimicos del agua.
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3.2.Resultados comunitarios

Un total de 29 taxa de macroinvertebrados benténicos fusron identificados
mediante morfologia, tres de estos no pudieron ser identificado a nivel de familia
(Verme No ldentificado, Diptera No Identificado y Heteroptera No ldentificado). La
abundancia (Anexos 2, 3, 4 y 5) y riqueza no mostraron diferencias cualitativas
aparentes cuando se ohserva el nimero de taxa, asi como [os indices de diversidad

calculados {Shannon-Wiener, Simpson y Equitatividad) (Anexo 6).

El ACP mostré que los CP 1 y 2 representaron e} 79,9 % de la varianza con 50,8 %
y 29,1 % respectivamente (Figura 3). En el CP1, las variables que mas pesaron
fueron. Hydrophilidae, Elmidae, Hydropsychidae, Verme No Identificado y
Dugesiidae. Ademas, el ACP mostrdé una segregacién en torno al eje del CP1 de ios
sitios correspondientes al sector no contaminado, Isla de Maipo (A y B), vy [os sitios

correspondientes al sector contaminado, Melipilla (C y D) (Figura 3).

El escalamiento multidimensional no metrico (EMD-NM) igualmente mostré una
segregacion espacial de los sitios contaminados y no contaminados en un planoc
bidimensional (Figura. 4), lo cual confirma lo observado con el ACP. Considerando
Unicamente los sustratos comparables, los resultados del ANOSIM de una via mostro
diferencias significativas entre las abundancias relativas de macroinvertebrados
bentdnicos de las zonas Isla de Maipo y Melipilla con un R global de 0,466 (p < 0.001).
Considerando todos los sustratos, el ANOSIM de dos vias anidado mostré diferencias
significativas entre los sitios (R = 0,519; p < 0.001) y sustratos dentro de los sitios (R

= 0,828; p < 0.001).
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Figura 3. Resultados del Analisis de Componentes Principales (ACP) de los sitios de
muestreo del Rio Maipo, a partir de las abundancias transformadas de las familias de
macroinvertebrados bentonicos. EI PC1 representa 50,8% de la varianza y el PC2 el
29,1%
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Figura 4. Ordenacion EMD-NM de las muestras segun sitio y sustrato. Los tridngulos
verdes indican muestras provenientes de Isla de Maipo (sitios A y B) y los triangulos
azules las muestras provenientes de Melipilla (sitios C y D).

El analisis SIMPER (Tabla 4) mostré que la similitud dentro de Isla de Maipo fue de
32,92 % donde 4 familias (Hydropsychidae, Physidae, Chironomidae y Elmidae)
contribuyen al 92 % de similitud. En el caso de Melipilla la similitud fue de 22,50 %
donde 8 taxa (Nematoda, Verme No Identificado, Dugesiidae, Hydroptilidae, Elmidae,
Nemertea, Ostracoda y Physidae) contribuyen al 94 % de similitud. Entre Isla de

Maipo y Melipilla se observé una disimilitud de 89,42 %.
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Tabla 4. Anélisis SIMPER de la comunidad de macroinvertebrados benténicos segiin
sitio de muestreo.

Sitio Familia Similitud promedic  Contribucién % Acumulado %
Isla de Maipo Hydropsychidae 9,70 29,48 29,48
{Promedio Physidae 9,03 27,43 56,91
S:;ng'éug )= Chironomidae 7,78 23,62 80,53
e Elmidae 3,78 11,47 92,00
Nematoda 7.76 34,50 34,50
Verme No id 2,97 13,21 47,71
Melipilla Dugesiidae 2,25 10,00 57,70
(Promedio Hydroptilidae 2,24 9,97 67,67

Similitud = Efmi 1,79 93 75,6

22,50 %) midae . 7, ,61
Nemertea 1,51 6,71 8232
Osiracoda 1,50 6,68 89,00
Physidae 1,22 5,43 94,43

Promedio de Disimilitud Isla de Maipo & Melipilla = 89,42 %

3.3.Resultados de datos genéticos

La cantidad de secuencias para los sitios de Isla de Maipo fue de 1231 (sitio A) y 845
(sitio B), y en Melipilla 227 (sitio C) y 621 (sitio D). Es importante indicar que se obtuvo
mas de 30000 secuencias validadas para cada cotrida, sin embargo y como se
explicd en Materiales y Métodos, para garantizar la calidad de la informacién
entregada se retuvieron solo secuencias que mostraban una muy alta calidad, esto

es altos valores promedios y por base del indice Q.

Con esta informacidn se construyeron érboles de distancias en los cuales se pudo
definir grupos genéticos y su relacién con informacién presente en GenBank. Cabe
destacar que estos arboles no son filogenéticos. En este analisis, los &rboles
obtenidos de Isla de Maipo (&rboles A y B, Figuras 5 y 6 respectivamente) reflejan
que existe una riqueza de grupos mayor en comparacién con los arboles de Melipilla

(érboles C y D, Figuras 7 y 8 respectivamente). Es importante indicar que gran parte
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de los grupos fue posible de asignar a organismos de vida dulceacuicola, excepto
algunas secuencias que no pueden ser reconocidas con organismos presentes en la
base de datos. La mayor parte de las secuencias correspondieron a insectos, sin

embargo, la mayoria no fue posible identificar hasta el nivel de especies.

Es importante indicar que esta metodologia permitié identificar grupos a nivel de
género y especie. En la zona de Isla de Maipo, el sitio A, por ejemplo, tuvo presencias
de Pofamopyrgus antipodarum (Phylum Nemertea), Aegla /laevis (Clase
Malacostraca) e inclusive la sub especie faevis (Aegla laevis laevis) y Smicridea
murina (Orden Trichoptera). En el sitio B se logré identificar Profostorma graecense
(Phylum Nemertea), el género Chilina (Chilina sp), Potamopyrgus antipodarum
(Clase Gastropoda), Physa acuta (Clase Gastropoda) y Smicridea murina. En lazona
de Melipilla, el sitio C se registrd los géneros Chilina, Eucypris (Clase Ostracoda) y la
especies Eucypnis virens. Por Gltimo, en €l sitio D, se encontraron los géneros Chilina
y Scatella (Orden diptera) y las especies Physa acuta, Smicridea murina y Eucypris

virens.
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Figura 5. .Arbol originado mediante Neighbour Joining del sitio A de la zona Isla de

Maipo.
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Figura 6. Arbol originado mediante Neighbour Joining del sitio B de la zona Isla de

Maipo.
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Trichoptera, Hydropsychidae 99%
Smicridea murina

Diptera, Ceratopogonidae 90%
Diptera, Culicidae 88%

Mollusca, Chilinidae
18 secuencias

96% Chilina sp.

Ostracoda, Cyprididae 97% Eucypris sp.
Ostracoda, Cyprididae 91%

—— |
— |
40

Figura 7. Arbol originado mediante Neighbour Joining del sitio C de la zona Melipilla.
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Figura 8. Arbol originado mediante Neighbour Joining del sitio C de la zona Melipilla.
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3.4.Resultados de la comparacion de la metodologia morfologica y
genética.

De los 29 taxa identificados mediante la metodologia morfolégica, 25 se compartieron
en ambas zonas y, fueron unicos 2 taxa en Isla de Maipo y 2 en Melipilla. La
metodologia de identificacion molecular permitié identificar 46 taxa, de los cuales solo
13 se comparten en ambas zonas y, fueron Unicos 23 taxa en Isla de Maipo y 10 en

Melipilla (Figura 9).

Metodologia morfologica

Melipilla Isla de Maipo

2 2

Total de taxa identificados: 29

Metodologia molecular

Melipilla Isla de Maipo

10

Total de taxa identificados: 46

Figura 9. Diagrama de Venn realizados con datos presencia y ausencia de taxa
identificados mediante metodologia morfoldgica (arriba) y molecular (abajo)
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El resultado de los AC, en base a la presencia’ausencia de taxa identificados
mediante morfologia y genética, se muestran en las Figuras 10 y 11 respectivamente.
En la gréfica de los datos morfolégicos, la correspondencia de los dos primeros ejes
es de 85%, donde la correspondencia 1 (C1) y 2 (C2) es de 44 y 41%
respectivamente. En torno al eje de la C1 y C2 se observa que las disposiciones de
los sitios en el grafico se encuentran cercanos al centro, por 1o que no se logra ver

una diferencia clara,

En la figura de datos genéticos la correspondencia de los primeros 2 ejes es de 76%,
donde la correspondencia 1 (C1) y 2 (C2) es de 41 y 35% respectivamente. En torno
al eje de la C1 se observa la segregacion de los sitios correspondientes a no

contaminado y contaminado (izquierda y derecha del eje respectivamente).

De forma interesante, con los datos genéticos es posible ver que los sitios estan mas
segregados en el espacio multivariado encontrandose los sitios limpios en los

cuadrantes & la izquierda del eje x y los contaminados a la derecha del mismo eje.
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Figura 10. Analisis de Correspondencia, en base a la presencia y ausencia de taxa
identificados mediante morfologia
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Figura 11. Analisis de Correspondencia, en base a la presencia y ausencia de taxa
identificados mediante genética
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En las Tablas 5, 6, 7, 8, 9 y 10 se muestra la presencia/ausencia de los
macroinvertebrados encontrados mediante morfologia y genética para los distintos
niveles taxondmicos (Phylum, Clase, Orden, Familia, Género y Especie
respectivamente). Los phyla Platyhelminthes, Nematoda, Annelida, Mollusca y
Arthropoda fueron detectados en todos los sitios mediante morfologia, sin embargo,
geneticamente solo fueron encontrados los phyla Nemertea (sitio B), Annelida (sitio
D), Mollusca (todos los sitios) y Arthropoda (todos los sitios). Los phyla Platyhelmintes

y Nemertea no fueron detectados con herramientas genéticas. (Tabla 5).

La clase Turbellaria (Gnico taxén del phylum Platyhelmintes) fue detectada en todos
los sitios mediante morfologia {con un Gnico morfotipo; familia Dugesiidae), sin
embargo, mediante genética en ninguno de ellos (Tablas 6 y 8). Enopla, lnica clase
del Phylum Nemertea (nivel taxondmico identificado mediante morfologia), fue
encontrado en los sitios B, C y D, sin embargo, la herramienta genética sélo lo pudo
detectar en el sitio B, muestra que incluso pudo asignarse al nivel taxonémico de
especie (Prostoma graecense). Las clases Oligochaeta e Hirudinea, ambos del
phylum Annelida, pudieron ser reconocidos morfolégicamente, solo hasta dicho nivel,
lo que no correspondio con los datos genéticos (Tabla 6). Oligochaeta se identificd
mediante morfologia en todos los sitios y genéticamente (familia Tubificidae) solo en
B (Tablas 6 y 8). La clase Hirudinea en tanto, morfolégicamente se detectd en los
sitios B, C y D, y genéticamente (Familia Glossiphiniidae) en los sitios B y C (Tablas

6y 8).

La clase Gastropoda (linica clase del phylum Mollusca), tuvo 2 6rdenes. Pulmonata

y Sorbeoconcha (Tabla 7). Del Orden Pulmonata se identificd la Familia Chilinidae
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con caracteristicas morfoldgicas y a Chilina sp. con informacion obtenida desde el
ADN, asf mismo, estuvo en todos los sitios y genéticamente solo estuvo ausente en
A {Tablas 7, 8 y 9). El orden Sorbeoconcha tuvo 2 familias asociadas, Hidrobiidae y
Physidae, donde el primero morfolégicamente estuvo presente en A, By D y
genéticamente en A y B. El segundo estuvo morfolégicamente en todos los sitios y
genéticamente en B y D. De estas dos familias se identificd mediante genética a nivel
de especie 2 taxones: Pofamopyrgus antipodarum (Hidrobiidae) y Physa acufa

(Physidae) (Tablas 7, 8, 9 y 10).

Respecto a las clases del Phylum Arthropoda, Arachnida solo pudo ser identificado
morfolégicamente hasta orden en los sitios A y D, sin embargo, se pudieron
diferenciar 3 morfotipos (Anexo 7) que genéticamente corresponden a las familias
Specrchontidae, Arrenuridae e Ixodidae, donde los dos primeros estuvieron

presentes en el sitio A y el tercero en el sitio D (Tablas 6, 7 y 8).

La clase Malacostraca solo estuvo presente en el sitio A, reconocida morfologica y
genéticamente (Tabla 6). Ademas, morfolégicamente solo pudo ser identificado a
nivel de Familia (Aeglidae), y genéticamente se logré identificar hasta nivel de sub

especie (Aegl/a laevis laevis) (Tablas 8, 9 y 10).

La clase Ostracoda morfoldgicamente estuvo presente en los 4 sitios y solo pudo ser
identificada hasta dicho nivel, ademas se pudieron discriminar 3 morfotipos diferentes
(Anexo 8) lo cual también fue detectado mediante genética. La presencia de datos
genéticos tuvo concordancia con los sitios B, C y D, pero no en A donde estuvo
ausente (Tabla 6). En cuanto a los niveles taxondmicos, en los 3 casos fue

reconocido a nivel de Familia (Cyprididae), en el sitio C se pudo reconocer a nivel de
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Género (Eucypris sp.) y en el sitio D a nivel de especie (Eucypris virens) (Tablas 8, 9
y 10).

La clase Entognatha morfolégicamente estuvo presente en los 4 sitios, sin embargo,
genéticamente solo estuvo presente en el sitio A (Tabla 6). Ademas, se registraron 2
morfotipos (Anexo 9) los cuales concordaron con la identificacién genética,

identificando 2 familias, Isotomidae y Entomobryidae (Tabla 8).

La clase Insecta fue la que tuvo mayor diversidad de taxa en el phylum Arthropoda.
Se observd que en algunas familias de esta clase no hubo concordancia con lo
identificado entre la aproximacion morfolégica y la genética, teniendo una mayor
diversidad y cantidad de taxa mediante genética. Por ejemplo, el orden
Ephemeroptera solo tuve una familia, Baetidae (Tabla 8), que mediante morfologia
se enconird en los sitios A, B y C, sin embargo, con la genética solo estuvo presente
en el sitio B. Para el orden Hemiptera, mediante morfologia se encontraron en los
sitios A y C, sin embargo, mediante genética no hubo presencia (Tabla 7). En este

orden solo se pudo identificar una familia (Aphididae) (Tabla 8).

Del orden Hymenoptera no hubo registros mediante morfologia, sin embargo, hubo
presencia mediante genética de la familia Pteromalidae en el sitio D. Lo mismo
ocurrid con el orden Lepidoptera, y en este se encontraron 3 familias: Nymphaelidae
y Rionidae en el sitio B, y Sessidae en el sitio C. El orden Neoptera, también fue
registrado con genética, en el sitio D, y no hubo registros mediante morfologia. En
este caso, la genética no dio mas informacion de otros niveles taxonémicos, pudiendo

solo identificar hasta orden (Tablas 7 y 8).
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El orden Coleoptera mostré una baja concordancia de datos morfologicos y
genéticos, cuatro taxa fueron identificados mediante morfologia al nivel de familia:
Dytiscidae (sitios A, B y C mediante morfologia y ninguna presencia en cuanto a la
genética), Psephenidae (sitio C y no tuvo presencia mediante genética), Eimidae
(presente en todos los sitios mediante morfologia y genética solo en el sitio A) e
Hydrophilidae (presentes morfoldgica y genéticamente en los sitios A y B). Ademas,
se logro identificar 8 taxa diferentes mediante genética, sin embargo, no se logrd
identificar estos mediante morfologia. Las familias identificadas mediante genética
fueron: Buprestidae (sitios A y D), Carabidae (sitios A y B), Elateriade (sitio A),
Haliplidae (sitio A), Gyrinidae (sitio B), Scarabaeidae (Sitio D), Silphidae (sitio D) y

Staphylinidae (sitios A, C y D) (Tabla 8).

El orden Trichoptera solo tuvo 2 taxa identificados: la familia Hydropiilidae, que
estuvo presente en los 4 sitios morfoldgicamente, sin embargo, no se detectd en
ninguno de ellos con las herramientas genéticas, y la familia Hydropsychidae que
estuvo presente en todos los sitios tanto morfolégica como genéticamente, e incluso
fue posible aumentar la resolucién taxondmica hasta nivel de especie (Smicridea

murina) (Tablas 8, 9 y 10).

El orden Diptera presentd una situacién similar a ia del orden Coleoptera, donde
varias familias de este orden no se detectaron mediante morfologia, sin embargo,
fueron detectadas genéticamente. Fue el caso de Asilidae (sitio D), Caliphoridae
(sitios A y B), Chloropidae (sitio A), Culicidae (sitios A, B, C y D), Muscidae (sitios A,
B, C y D), Drosophilidae (sitios A, B y D), Tabanidae (sitios A y B}, Tachinidae (sitio
B) y Sphaeroceridae (Sitio B y D). En el caso contrario, donde hubo presencia de

taxa morfologica pero no genéticamente, esta el orden Diptera (sitios By D) y la
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familia Limoniidae (todos los sitios). Las familias que si tuvieron presencia tanto
morfolégica como genéticamente son: Chironomidae (morfolégicamente en todos los
sitios y genéticamente solo en B), Dolichopodidae (morfolégicamente en sitios By D,
y genéticamente en sitio B), Empididae (morfolégicamente en sitios A y D, y
genéticamente en sitio B), Ceratopogonidae (sitios A, B, C y D genética y
morfolégicamente) y Ephydridae (morfolégicamente en todos los sitios, y
genéticamente en sitios A, B y D) que pudo ser identificado hasta género (Scatella

sp.) mediante informacién genética (Tablas 8, 9y 10).

Tabla 5. Presencia y ausencia de Phyla obtenidos mediante identificacion
morfologica y genética.

Genética Morfologia
B C

Phylum

Platyhelminthes
Nemertea
Nematoda

Annelida
Mollusca
Arthropoda

Tabla 6. Presencia y ausencia de Clases obtenidos mediante identificacion
morfologica y genética.

Genética Morfologia Rango Nivel

Phylum Clase

A B C D B C Taxonémico Taxonémico

Platyhelminthes Turbellaia 0 0 0 O 1

Nemertea Enopla O Bul® 0O O 1 Phylum Nemertea
Annelida Oligochaeta O Bl 0 O 1
Annelida Hirudinea O Bl O B 1
Mollusca Gastropoda |H S | 1 1
Arthropoda Arachnida 1 0 0 B 0
Arthropoda Malacostraca @@ 0 0 O 0
Arthropoda Ostracoda 0 .l 1 1 1
Arthropoda  Entognatha Kl 0 0 O | 1
Arthropoda Insecta 1 1 1 1 1
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4.DISCUSION

4.1.Factores fisicos y quimicos

Las diferencias significativas encontradas en las caracteristicas fisicas y quimicas de
los sitios estudiados, sugieren que ambas zonas (isla de Maipo y Melipilla) presentan
caracteristicas diferentes. E| ACP segregd en diferentes cuadrantes los sitios no
contaminados (Sitios A y B de Isla de Maipo) y los sitios contaminados (Sitios Cy D
de Melipilla). Las variables analizadas en €] ACP tienen concordancia con el efecto
de la contaminacion, ya que en la zona no contaminada presenta mayor oxigeno
disuelto, mayor pH, y menor conductividad, CIy Ca* en comparacién a la zona
contaminada. El oxigeno disuelto se relaciona directamente con demanda bioquimica
de oxigeno (DBQ) (Ramalho, 1996). Sardifias y col. (2006) sugieren que valores altos
de DBO estan relacionados con valores bajos de oxigeno disuelto. Teniendo en
cuenta los valores del DS 90/2000, de igual manera siguen existiendo diferencias
entre ambas zonas de muestreo que se ven reflejadas en los analisis comunitarios

del ensambie de macroinvertebrados benidnicos.

A pesar de que las diferencias mayoritariamente pueden ser por el ingreso de las
aguas tratadas del rio Mapocho, también existen ofros factores que pueden estar
influenciado estas diferencias. Por ejemplo, a pesar de que ambas zonas de
muestreo se encuentiran en la misma cuenca, pueden existir algunas variables
geomorfolégicas que no fueron consideradas. Sin embargo, mediante la inspeccién

de las zonas (respaldando con registros fotograficos), se infirid que los sitios de
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muestreo de ambas zonas podrian ser comparables, donde las diferencias son
atribuibles a la contaminacién. También podrian existir zonas donde ingresa aguas
residuales sin registrar en algtin punto posterior a la descarga de! rio Mapocho. Cabe
destacar que, a pesar de este molivo, las zonas muestreadas fueron
estadisticamente diferentes. Estudios realizados en ofras cuencas del mundo
muestran patrones similares, donde una misma cuenca posee zonas contaminadas
y no contaminadas, siendo las zonas contaminadas producto de aguas residuales

domiciliarias (Sardifias y col., 2006; Correa-Aranera y col., 2010)

4.2.Diversidad morfoldgica

La riqueza, abundancia y los indices de diversidad obtenidos a partir de la
informacion morfolégica de las especies refiejan que no es posible determinar
diferencias claras entre zonas, sitios y réplicas. Por lo general, este tipo de métricas
(indices unimétricos) suelen tener ciertos niveles de respuesta a los contaminantes,
pero cuando son de baja intensidad no se logra apreciar cambios en los valores de
estas métricas (Prat y col., 2009). Este dltimo caso se logra apreciar en este estudio,
por lo que se infiere que, a pesar de lo leve de las diferencias y los datos de la fisica
y quimica del agua, la zona de Melipilla estd mas contaminada que la de Isla de

Maipo.

En conjunto, los andlisis multivariados utilizados permitieron detectar diferencias
entre las zonas contaminadas y no contaminadas. Por una parte, el ACP mostré la

segregacién conjunta de los sitios contaminados y no contaminados, sin embargo,
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son pocas las familias (5 de los 29 taxa encontrados) que contribuyeron en gran
medida a estas diferencias. El escalamiento multidimensional no métrico EMD-NM,
ANOSIM y SIMPER aportaron informacion relevante, congruente y complementaria
a la del ACP. Es importante indicar que ANOSIM aport6é sustento estadistico que
detecté diferencias significativas entre los sustratos comparables de cada sitio y entre
todos los sustratos (comparables y no comparables) por lo que se sugiere
fuertemente que las comunidades de macroinvertebrados de ambas zonas, Isla de

Maipo y Melipilla, son diferentes, en composicién y distribucion.

Es importante indicar que los andlisis realizados en esta parte de la tesis son los
mismos que [a autoridad requiere cuando se realiza una evaluacién de impacto
ambiental. En la letra b articulo 6 del RSEIA se define lo siguiente “... Para /a
evaluacion del impacto se debera considerar la diversidad biolégica, asf como Ia
presernicia y abundancia de especies silvestres...” por lo que la exigencia de los EIA
es baja en comparacion a los avances de indices utilizados en otros paises. Por
ejemplo, en la Unién Europea, la Directiva Marco del Agua (DMA) a parte de usar los
indices de diversidad utilizados en este trabajo, usan indices que incorporan
variables como la tolerancia de los individuos antes ios contaminantes. En Chile, se
han adaptado algunos indices bidticos para su uso en zonas mediterraneas (Figueroa
y col. 2007), que a pesar de las particularidades de los rios de Chile (poco conectados
y cada uno se considera como una entidad tnica) podrian ser utilizados para los

estudios de impacto ambiental de la zona mediterranea de Chile.
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4.3.Diversidad genética

No cabe duda que los andlisis genéticos realizados aportaron bastante en Ia
deteccion de un mayor numero de grupos faxondmicos que podrian ser
homologables a especies. Después de realizar este andlisis fue posible detectar que
si bien tiene fortalezas también tiene bastantes debilidades las cuales pueden ser
solucionadas en el tiempo. El primer problema surge al momento de asignar un
nombre cientifico a las secuencias observadas, se pudo constatar que la informacién
genética del gen COl en GenBank referida a especies nativas defen Chile es escasa.
Es importante indicar que este tipo de metodologias es bastante estandar para
microorganismos. En este momento existen kits comerciales que permiten la
amplificacion del gen 16S (con partidores universales) de bacterias presentes en un
habitat (ejemplo: kit QIAmp DNA microbiome, Qiagen), ademas existe bases de datos
genéticas que permite realizar una identificacidn de OTUS para estos grupos
(Scholss y col., 2009). En el caso de inveriebrados, son escasos los estudios
realizados hasta el momento. Los esfuerzos por utilizar esta herramienta genética
que permita la identificacidbn masiva de especies de macroinvertebrados han
encontrado en ellos un incremento en la resolucion taxondmica y promueven la
incorporacion de NGS en gestion ambiental (Hajibabei y col., 2011; Hajibabei y col.,
2012; Carew y col., 2013). Por lo tanto, es urgente ampliar la base de datos genéticos
de las especies de invertebrados benténicos chilenas para utilizarla como medida de

gestion.

Algunos arboles de distancia presentaron incongruencias respecto a los taxa

identificados mediante BLAST, donde algunos de ellos estuvieron presentes en
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varias ramas del arbol. Esto se puede deber que el gen CO! no es lo suficientemente
conservado como para ordenar la amplia diversidad de grupos taxondmicos
presentes en el conjunto de macroinvertebrados. Una posible solucién es realizar

arboles por familia como se realiza en Lee y col. 2010.

Es importante dejar claro que existen ofros tipos de problemas que también deben

ser solucionado, por ejemplo:

1.- Calidad de la lectura. Para esto utilizaré el caso del Gnico individuo de la familia
Aeglidae. Considerando que en una de las muestras del sitio A en Isla de Maipo se
obtuvo un solo individuo el cual fue secuenciado, se esperaba muchas secuencias
COl idénticas de esta especie. Sin embargo, se obtuvieron secuencias del gen COl
las cuales presentaban pasos mutacionales entre ellas lo cual influyé en el porcentaje
de identificacion mediante BLAST. Esta evidencia presupone que existen al menos
dos variables a considerar para evaluar este fendmeno: i) lonTorrent tiene errores de
secuenciacién que han sido registrados entre el 1,71% (Quail y col., 2012) y 2,84%
(Bragg y col., 2013) y ii) que los partidores no tienen el mismo desempeiio en todos

los organismos encontrados en este trabajo.

2.- Especies no amplificadas. Como los individuos utilizados para la secuenciacién
masiva fueron analizados morfoldgicamente, se conocia que grupos debian estar
presentes. Sin embargo, algunos no fueron encontrados dentro de las secuencias
obtenidas, este fue el caso de dos phyla: Platyhelmintes y Nematoda. El desempefio
también fue menor en los phyla Annelida y Nemertea, aunque en estos dos casos se

pudo lograr una identificaciéon a nivel de familia y especie respectivamente. Esto
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podria deberse a que no se conoce cuan universales son los partidores disefiados
en este trabajo y no estarian permitiendo amplificar el gen COI de estos phyla. Por lo
tanto, es necesario construir nuevos partidores que permitan amplificar estos grupos
o realizar las PCRs con un grupo de partidores que eviten perder estos grupos en la

secuenciacion.

4.4. Comparacion de la metodologia morfoldgica y genética.

La identificacion de los taxa mediante la metodologia morfoldgica no logré establecer
diferencias entre las zonas ya que la mayoria de los taxa se compartieron. No asi la
metodologia molecular, que aumentd la cantidad de taxa identificados y ademas se
logré ver diferencias, donde en la zona no contaminada (Isla de Maipo) tuvo mayor

cantidad de taxa inicos en comparacion a la zona no contaminada (Melipilla).

La comparacion de los AC indicé que las presencias obtenidas mediante
herramientas genéticas, en comparacion con los datos morfologicos, tuvieron una
mejor resoluciéon en los andlisis comunitarios. Es importante sefialar que en Ia
mayoria de los casos la identificacién mediante genética tuvo una mayor resolucion
taxondmica, sin embargo, podria haber sido mejor si existiera mayor informacion
genética en GenBank. Por ejemplo, ciertas familias tuvieron un bajo porcentaje de
identificacion, como las familias del orden Coleoptera. Esto Gltimo quiere decir que
no existe informacién disponible para comparar las secuencias obtenidas y que es

escasa la informacion genética de la mayoria de macroinvertebrados encontrados en

este trabajo.
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Sin embargo, la utilizacion de herramientas genéticas permitid determinar la
presencia de ciertas especies invasoras, como lo es el caso del nemertino Prostoma
graecense, de los moluscos Pofamopyrgus anfipodarum y Physa acuta, y del
ostracodo Eucypris virens. Prostoma graecense ha sido encontrado y descrito en
Europa, Kenya, Sud Africa, Australia, Nueva Zelanda, Japén, Rusia (Sundberg y
Gibson, 2008), Estados Unidos (Cook y Scoft, 1997), Argentina (Tamburi y
Cazzaniga, 2006) y en este trabajo en Chile, por lo que este seria el primer registro
de este taxa en el territorio nacional. Physa acufa es capaz de sobrevivir en las
ruedas de vehiculos que ingresan a los rios y desprenderse en otros cuerpos de agua
a los cuales vaya el vehiculo (Banha y col., 2014). Existe informacion que indica que
Potamopyrgus antipodarum, molusco originario de Nueva Zelanda (Winterbourn,
1970, 1972) ya ha colonizando Australia y Europa (Ponder, 1988) y recientemente
Chile mediante herramientas genéticas {Collado, 2014), siendo el presente estudio el
primer registro en el Rio Maipo. Eucypris virens, ostracodo originario del Oeste de
Europa, ha colonizado el Oeste de Australia (Koenders y col., 2012) y en este trabajo
también serfa el primer registro en Chile Central. Esta informacion es importante para
comprender el estado actual de la zona media del rio Maipo, ya que, al conocer ia
informacién sobre las especies invasoras, cuatro de las seis que se logré identificar,
se puede estudiar el grado de intervencion por especies invasoras de un sistema y

velar por la integridad bidtica de los nuestros rios.

Ademas, se halld en las muestras un hongo entomopatdgeno {Beauveria bassiana)
que es comtnmente utilizado en cultivos para protegerlos de insectos parasitos (Feng
y col., 1994). En algunas muestiras se pudo observar individuos con manchas blancas

distribuidas en el tgjido blando que evidencian el ingreso de este hongo en especies
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acuaticas. Lamentablemenie no existe informacidén en otros lugares que hayan
utilizado esta misma metodologia por lo que no podemos comparar lo obtenido en

este estudio.

Finalmente, estos antecedentes revelan que los andlisis genéticos son una buena
herramienta que podrian ser utilizadas en gestion ambiental. Esta metodologia no
depende del ojo del identificador ya que el ADN podria verificar la localidad de las

muestras ademas que podrian ser resecuenciadas para verificacion de la autoridad.
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5.CONCLUSION

En base a la identificacion morfoloégica este estudio muestra que, los indices de
diversidad de ambas zonas muestreadas (Isla de Maipo y Melipilla) aporta menos
informacién (en calidad y cantidad) respecto a un analisis genémico. Los andlisis
comunitarios, en conjunto con los analisis fisicos y quimicos, afadieron informacion
clave para determinar que la contaminacion influye en la distribucién y diversidad del

ensamble de macroinvertebrados.

El uso de herramientas gendmicas complementdé de gran manera la identificacion
morfolégica de las especies aumentando la resolucién taxonémica y el nimero de
taxa identificados. Este método permitié identificar individuos a nivel de especies
ademas de mostrar nuevos registros de especies invasoras las cuales estuvieron
presentes en mayor proporcién en la zona no contaminada (Isla de Maipo).
Desafortunadamente falta mucha informacion genética de insectos de Chile lo cual

impidio realizar un trabajo mas acabado a nivel de género o especies.

Finalmente, la fuerza que posee el andlisis genético en mostrar un gran grupo de
especies nos indica que es una metodologia que podria ser utilizada como método

de gestion ambiental.
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla De barcédigos utilizados para la secuenciacién masiva.
Barcédigo Secuencia

mICOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGATCTGCGATCCATGGWACWGEWTGAACWG
1 TWTAYCCYCC
miCOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGCTCATCAGCGTGGWACWGGWTGAACWG
2 TWTAYCCYCC
miCOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAAACAACAGCTGTGGWACWGGWTGAACWGT
3 WTAYCCYCC
mICOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGCAACACCATCCGTGGWACWGGIWTGAACWG
4 TWTAYCCYCC
mICOIintF B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGCGATATATCGCGTGBWACWGEWTGAACWG
5 TWTAYCCYCC
miCOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGAGCAATCCTAGTGGWACWGGWTGAACWG
<] TWTAYCCYCC
miCOlintF_ B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGTCGTGCACATGTGEGWACWGGEWTGAACWG
7 TWTAYCCYCC
miCOlintF_ B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGTATCTGCGCGTGTGGWACWGGWTGAACWG
8 TWTAYCCYCC
mICOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGAGGGAAAGTCETGEWACWGGWTGAACWG
9 TWTAYCCYCC
miICOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAAATTCGGGATGTGGWACWGGWTGAACWGT
10 WTAYCCYCC
miCOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGATTGACCAACGTGBWACWGGWTGAACWGT
11 WTAYCCYCC
miCOlintF B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGTTACGAGCTAGTGGWACWGGWTGAACWGT
12 WTAYCCYCC
miCOlintF B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGCATATGCACTGGTGGWACWGGWTGAACWG
13 TWTAYCCYCC
miCOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAACTCCCGTGAGTGGWACWGGWTGAACWG
14 TWTAYCCYCC
miCOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTGCGTTAGCAGGTGEWACWGEWTGAACWG
15 TWTAYCCYCC
miCOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACGAGCCCTAAGTGGWACWGGWTGAACWEG
16 TWTAYCCYCC
mICOlintF_ B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCACTACGCTAGAGTGGWACWGEWTGAACWG
17 TWTAYCCYCC
mlCOlintF_ B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGCAGTCCTCGAGTGGWACWGGWTGAACWG
18 TWTAYCCYCC
miCOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACCATAGCTCCGGTGGWACWGGWTGAACWG
19 TWTAYCCYCC
miCQlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGACATCTCTTGTGGWACWGGWITGAACWGT
20 WTAYCCYCC
miCOlintF_ B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGAACACTTTGGAGTGGWACWGGWTGAACWGT
21 WTAYCCYCC
miCOlintF B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGGAGCCATCTGTAGTGGWACWGGWTGAACWG
22 TWTAYCCYCC
miICOlintF B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTGGGTACACGTGTGGWACWGGWT GAACWG
23 TWTAYCCYCC
miCClintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCBACTCAGAAGGCGCTCCTTGTGGWACWGGWTGAACWG
24 TWTAYCCYCC
mICQlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCBACTCAGTAATACGGATCGGTEGWACWGGWTGAACWGT
25 WTAYCCYCC
miICOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGGAATTAGACGTGGWACWGGWTGAACWGT
26 WTAYCCYCC
miCOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGTGAATTCGGAGTGGWACWGGWTGAACWGT
27 WTAYCCYCC
miCOlintF_B CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCATTCGTGGCGTGTGGWACWGGWTGAACWG
28 TWTAYCCYCC
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Anexo 6. indices de diversidad de los 4 sitios muestreados

Sitio S N J' H'
A 10,6 344,5 0,579 1,324
B 11,3 784,5 0,488 1,134
Cc 10,1 392,0 0,599 1,351
D 8,4 339,6 0,511 1,138

Anexo 7. Morfotipos de la clase Arachnida

Anexo 8. Morfotipos del orden Ostracoda

L= i
i = &
e & E
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Anexo 9. Morfotipos de la clase Collembola
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