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RESUMEN

La urbanizacién e impacto antropogénico dentro de territorios de importancia natural para el
mundo, como las islas Galapagos, ejercen una serie de presiones dentro de la fauna islefia
que puede traducirse en estrés. A pesar de las diferentes metodologias existentes para medir
este estado, se propone el uso de la expresion génica para establecer el estado fisiolégico de
Setophaga petechia aureola. Se disefiaron y validaron un total de 13 marcadores moleculares
que pueden utilizarse en sangre u otros tejidos dentro esta especie. Se realiz6 RT-qPCR con
3 genes referenciales y 10 genes de expresion variable a partir de muestras de sangre de
individuos cuya concentracion de corticosterona en plumaje era conocida. Al comparar los
niveles de mensajeros de un individuo con alta corticosterona en plumaje, con otros
individuos cuya corticosterona en plumaje era baja, se obtuvo inconsistencias en cuanto a los
genes que se veian sobre y sub expresados. Es decir, para estas muestras, usar como
referencia la concentracion de corticosterona en pluma no dictaba una tendencia clara en
cuanto al comportamiento de la expresion de estos genes en sangre. Resultados variables
también se obtuvieron dependiendo del gen de referencia utilizado, sugiriendo que se debe
realizar un andlisis de estabilidad de expresion. Acoplar la concentracion de corticosterona
en pluma a un andlisis de expresidn génica en sangre puede no ser 6ptimo, ya que en esta
ultima se estima el estado fisioldgico del individuo unos dias o0 semanas atras. Este estudio
propone una nueva herramienta que puede acoplarse a otras metodologias para determinar el

verdadero estado fisiolégico de fauna silvestre dentro de ambientes urbanos.

Palabras clave: ave, Galapagos, estrés, efectos antropogénicos, urbanismo, RT-qPCR,

genes, sangre, Setophaga petechia aureola.



ABSTRACT

Urbanization and anthropogenic impact within territories of natural importance to the world,
such as the Galapagos Islands, exert a series of pressures within the island fauna that can
translate into stress. Despite the different existing methodologies to measure this state, the
use of gene expression is proposed as a tool to establish the physiological state of Setophaga
petechia aureola. A total of 13 molecular markers were designed and validated that can be
used in blood or other tissues within this species. RT-gPCR was performed with 3 reference
genes and 10 genes of variable expression in blood samples from individuals whose plumage
corticosterone concentration was known. When comparing the messenger levels of an
individual with high corticosterone in plumage, with other individuals whose corticosterone
in plumage was low, inconsistencies were obtained regarding the genes that were seen over
and under expressed. That is, for these samples, using the corticosterone concentration in
feathers as a reference did not dictate a clear trend regarding the behavior of the expression
of these genes in blood. Variable results were also obtained depending on the reference gene
used, suggesting that an expression stability analysis should be performed. Coupling the
corticosterone concentration in plumage to a blood gene expression analysis may not be
optimal, since in the last one the physiological state of the individual is estimated a few days
or weeks earlier. This study proposes a new tool that can be coupled with other
methodologies to determine the true physiological status of wildlife within urban

environments.

Key words: birds, Galapagos islands, anthropogenic effects, urbanism, RT-qPCR, genes,

blood, Setophaga petechia aureola.
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1 INTRODUCCION.

1.1 Laurbanizaciony sus efectos.

Urbanizacion es un término utilizado para indicar una transicién demografica de una
zona rural a una urbana (McGranahan & Satterthwaite, 2014), aqui ocurren cambios
econdmicos y socioculturales acarreando consigo una mayor aglomeracion de personas
dentro de un mismo pueblo o ciudad (Hussain & Imitiyaz, 2018). Se espera que para el afio
2050, aproximadamente, dos tercios de la poblacion mundial habite en areas urbanas (Haase
et al., 2018; Kondratyeva et al., 2020). Actualmente, las zonas urbanas crecen el doble de
rapido en términos de territorio (United Nations et al., 2019). Por tanto, es inevitable que la
urbanizacion afecte al entorno natural donde se ha establecido. Los cambios en el uso de
tierras y disturbios ambientales generan presiones selectivas dentro de la diversidad de
especies. Por procesos de urbanizacion y la intervenciéon del ser humano, se genera un
impacto sobre especies animales y vegetales (Kondratyeva et al., 2020), por lo cual, es
relevante estudiar la salud ecosistémica y de especies dentro de areas afectadas por este

fenémeno.

La urbanizacion ocasiona consecuencias en la diversidad y fenotipo dentro de las
especies. Los efectos de esta pueden ser tanto beneficiosos como perjudiciales para la fauna
nativa (Isaksson, 2018). Entre los beneficios se encuentran: la disponibilidad de comida,
reduccion de estresores climaticos y presencia de refugio (Watson et al., 2017; Isaksson,
2018). Del mismo modo, existen contras como: el aumento de contaminacion sonora, del aire
y luminica; depredacion, abundancia de comida y exposicion a patogenos (Isaksson, 2018),
resultando, en algunos casos, en lesiones o muerte de los animales (Donaldson et al., 2012).

Esta combinacion de variables confiere a los ambientes urbanos la caracteristica de introducir
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procesos selectivos donde solo las especies mas aptas pueden sobrevivir a los constantes
cambios (Isaksson, 2018).
1.2 Islas Galdpagos y urbanizacion.

La expansién del urbanismo ha afectado a zonas de alta importancia para la
conservacion de la biodiversidad, como las Islas Galdpagos. Este archipiélago fue reconocido
como patrimonio natural de la humanidad en 1978, gracias a su alto endemismo de flora y
fauna (UNESCO, s. f.). Dentro de las islas se alberga un alto porcentaje de especies
endémicas aviares, ya que el 70% de aves terrestres y 58% de aves marinas de este territorio
son endémicas (Wiedenfeld, 2006). Desafortunadamente, las islas han sido afectadas
negativamente por la intervencion antropogénica (Benitez etal., 2018), llevando al
archipiélago a formar parte de la lista de Sitios del Patrimonio Mundial en Peligro de

Extincion en el periodo 2007-2010 (Pazmifio et al., 2018).

Con la finalidad de buscar un mejor desarrollo sociocultural y una alternativa a la
explotacion indiscriminada de los recursos naturales de las islas, Galapagos se ha convertido
en uno de los destinos turisticos mas famosos del mundo. Sin embargo, como toda actividad
humana, incluso actividades de mediano impacto causan presiones sobre ecosistemas tan
delicados como los insulares (Benitez-Capistros et al., 2014). Tan solo entre los afios 2010 y
2015 se presenci6 una expansion demografica del 9.5% (INEC, 2015), lo cual representa una
amenaza hacia la biodiversidad y conservacion del habitat. Donde se ha registrado que a
causa de la expansion urbana y antropogenica se puede llegar a modular e influir procesos
adaptativos dentro de la fauna islefia, especificamente en aves (Leon etal., 2019).
Adicionalmente, las islas presentan estresores naturales que afectan a las poblaciones de

fauna endémica, como su alta variacién climatica causada por corrientes marinas (Harvey
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etal., 2021; Romero & Wikelski, 2010), estrés nutricional, predacion natural, epidemias,
agresion/competencia, entre otros retos que las especies deben sobrellevar (Alava et al.,
2014). Las islas Galapagos poseen caracteristicas ideales para estudios de procesos selectivos
(Pérez-Mellado, 2010), ademas de ser un foco cientifico para analizar efectos del urbanismo
en la fauna endémica (Harvey et al., 2021).

1.3 Importanciay distribucion de Setophaga petechia aureola.

Dentro de los ambientes urbanos, las aves son consideradas como excelentes
indicadores del estado de salud ecoldgico gracias a que ocupan distintos niveles troficos a lo
largo de ecosistemas, a su ocurrencia, abundancia, ademéas de ser sensibles hacia cambios
ambientales y ser de facil avistamiento y registro a grandes escalas (Ochoa, 2014; Villegas
& Garitano, 2008). En las islas Galapagos, se propone estudiar al canario Setophaga petechia
aureola, un ave insectivora (Charles Darwin Foundation, 2020; Ardila-Téllez & Cruz-
Bernate, 2014) sensible a la degradacion y pérdida de habitat natural (Quinlan & Green,
2012), la cual ha disminuido su poblacion y puede estar amenazada por los efectos de la
intervencion antropogénica (Zufiiga, 2016). Setophaga petechia coloniz6 las islas hace
aproximadamente 300 mil afios (Chaves et al., 2012; O. Rojas & Ortega, 2020) brindandole
el reconocimiento de animal endémico a la subespecie denominada Setophaga petechia
aureola (Browne et al., 2008; Browne et al., 2010). Actualmente se la encuentra en bosques
secos y nublados del territorio galapaguense (Chaves et al., 2012), incluyendo varias zonas
urbanas de las islas Isabela, Floreana, San Cristobal y Santa Cruz (O. Rojas & Ortega, 2020).
A pesar de avistamientos casuales registrados del ave a lo largo de las Galapagos,
investigaciones enfocadas al ambito genético o morfoldgico aun son escasas (Browne et al.,
2008). Los pocos estudios realizados en el ave dentro de Galapagos estan enfocados en

determinar el origen poblacional o genotipado de esta especie (Bay et al., 2020; Chaves et al.,
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2012). Es por ello que es de sumo interés determinar el estado fisioldgico de Setophaga
petechia aureola y evaluar como los estresores ambientales afectan a esta ave a lo largo de
su distribucion.

1.4 Medicidn de estrés por métodos moleculares.

En los dltimos afios se han desarrollado nuevas técnicas como la transcriptomica o
estudios de expresion diferencial de genes para estudiar los efectos que presenta el urbanismo
sobre la expresion génica en fauna (Watson et al., 2017). Algunos de los estudios que han
aplicado esta metodologia para inferir el estado fisiologico aviar, han usado muestras de
sangre gracias a que esta es una técnica poco invasiva, ademas, de ser altamente sensible a
cambios en la dieta y exposicion a contaminantes, por lo tanto, contribuye a la expresion
genética en relacién con la urbanizacion (Vanparys et al., 2008; Watson et al., 2017; Wang

etal., 2019).

El presente estudio pretende desarrollar y evaluar marcadores moleculares asociados
al estrés que permitan medir el impacto antropogénico, en sangre de Setophaga petechia
aureola, como modelo en ambientes nativos y expuestos a efectos de urbanizacion en las

islas Galapagos por medio de PCR cuantitativo.
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2 METODOLOGIA.
2.1 Declaracion de Etica.
Este estudio fue realizado con permisos del Ministerio del Ambiente del Ecuador y del
Parque Nacional Galapagos (PC-59-19).
2.2 Area de estudio y recoleccion de muestras.

Se recolectaron muestras de sangre total de Setophaga petechia aureola de los
individuos capturados para el estudio de Pacheco, (2020), realizado en el Este de la isla San
Cristobal, Galapagos. Los individuos pertenecian a ecosistemas con distintos niveles de
impacto urbano, tales como: Espacios Verdes Urbanos, Sistemas Silvopastoriles, Bosque
Bajo Deciduo, y Bosque Siempreverde Estacional Alto (Laso et al., 2019; Rivas-Torres et al.,
2018). La captura se realizo entre los meses de junio-julio de 2018, y mayo-julio de 2019.
Las muestras de sangre (15 pl aproximadamente) fueron almacenadas en 3 volimenes de
RNAlater (150 pl) (Life Technologies, 2011) trasladadas al Laboratorio de Zoologia
Terrestre de la USFQ y analizadas en colaboracion con el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la USFQ, donde fueron almacenadas a -80 °C hasta su uso.

2.3 Disefio de primers especificos para Setophaga petechia aureola.

De acuerdo con fuentes bibliogréficas, se identificaron los genes de expresion
diferenciada relacionados al estrés en aves y genes de referencia estables para la
normalizacion de resultados de RT-qPCR. La secuencia de ADN para cada gen se obtuvo de
la base de datos del NCBI, utilizando como referencia al organismo modelo de aves
paseriformes, Taeniopygia guttata (Patterson & Fee, 2015). Se realiz6 la busqueda de las
secuencias homologas para Setophaga petechia aureola utilizando el comando “blastn” del
programa BLAST+ (Camacho etal., 2009) y un transcriptoma de sangre de Setophaga

petechia aureola (No. De accesion: SRX5582022) ensamblado de novo con el programa CLC
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Genomics Workbench 21 con los parametros establecidos por defecto (Qiagen, 2019). Las
secuencias con mayor homologia se escogieron en base a los valores de “E-score” mas bajos
y “Bit score” mas altos reportados por el programa. Los primers fueron disefiados con el
programa Primer3 (Untergasser et al., 2012), en base a los siguientes parametros: tamafio del
producto 100-50 pb, tamafio de los primers 20-35 pb, temperatura de melting 60°C con
diferencia entre temperaturas <5°C y %GC 40-60% (Taylor et al., 2016). La formacion de
estructuras secundarias se verificd con el programa “mfold” (Zuker, 2003) y se validé la
especificidad in silico realizando un Primer Blast (Ye et al., 2012).

2.4 Extraccion de ADN genomico en calamo de plumay validacion de primers.

Se validaron los primers disefiados in vivo mediante la amplificacion de ADN
gendmico de Setophaga petechia aureola, extraido a partir de muestras de calamo de pluma
en el estudio de Pacheco (2020), utilizando el protocolo de Bello et al, (2001) modificado
(Anexo 1). La PCR se llevo a cabo en un volumen final de 10 ul utilizando 1 ul de ADN
gendmico y las siguientes concentraciones finales para cada uno de los reactivos: Buffer 1X,
MgCI2 1.5 mM, dNTPs 0.2 mM, primer forward 0.3 uM, primer reverse 0.3 uM, Taq
Platinum 0.5U y BSA 0.05 mg/ml. El termociclado consistio en una desnaturalizacion inicial
a 94 °C por 5 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, hibridacion a 55 °C por
30 s, extension a 72 °C por 1 min, y finalmente una extension final a 75 °C por 5 min. Se
realiz6 una electroforesis de los productos de la PCR en un gel de agarosa al 1.5%.

2.5 Criterio de seleccidon de muestras y extraccién de ARN total a partir de sangre

Se usaron tres muestras de sangre de Setophaga petechia aureola con diferentes
concentraciones de corticosterona en pluma como posibles indicadores de estrés y de

cambios fisiol6gicos, determinadas en el estudio de Pacheco (2020). Una muestra con alta
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concentracion de corticosterona (NO1M1, 17.47 ng/mg) y las otras dos con bajas
concentraciones de corticosterona (AU2M3 y PN1M2-3; 9.85 ng/mg y 10.47 ng/mg
respectivamente). De estas muestras se extrajo el ARN total utilizando Trizol (Invitrogen)
siguiendo el protocolo de Galen et al,(2020) y Rojas et al, (2021) (Anexo 2). Se cuantificaron
las muestras por Qubit™ RNA BR Assay Kit y se almacenaron a -80°C hasta su uso.
2.6 Digestion con DNAsa y retrotranscripcion

Alrededor de 200 ng de ARN total fueron utilizados como material de entrada para la
digestion de ADN genomico con la DNAsa | (Invitrogen) y la retrotranscripcion con la
SuperScriptlll (Invitrogen), para lo cual se siguieron las instrucciones del fabricante.
2.7 RT-gPCR

Para la RT-gPCR se utiliz6 7.5 pl del SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Biorad), 0.3
uM de cada primer, 1.5 pl de cDNA y 5.1 ul de Agua Ultra Pura, para un volumen final de
15 ul por reaccidn. Para cada muestra amplificada con cada primer se realizé la reaccion por
duplicado. El termociclado consistio en una desnaturalizacion inicial a 95 °C por 10 min, 40
ciclos de desnaturalizacién a 95 °C por 15 s, hibridacién a 58 °C por 30 s, extension a 72 °C
por 30 s, y finalmente un paso de melting de 60 °C a 95 °C, con pasos de 0.5°C y lectura de
10 s para cada temperatura. Los resultados obtenidos fueron normalizados con los obtenidos
para los genes de referencia GAPDH, PGK1, TFRC y BUDD23/18S.
2.8 Analisis estadisticos

Con los resultados del RT-gPCR se aplicé el algoritmo 2744 para cada una de las
muestras con sus respectivos genes. Para la comparacion estadistica, se escogio el nivel de
los transcritos de las muestras “bajas en corticosterona” como el nivel basal de expresion. Se

analizaron los resultados con el estadistico t de Student considerando varianzas iguales.
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3 RESULTADOS

3.1 Disefioy validacion de primers

Se disefiaron un total de 18 genes relacionados al estrés en aves presentados en la
Tabla 1. Los genes GAPDH, TFRC, PGK1 y BUDD23/18S son genes referenciales de
expresion constante en aves utilizados para analizar resultado de RT-gPCR. Los genes MT4,
CP, EXO, FEN1, MTR, GATA3, TLR4, LY86, CDH23, SCN4A, LGALS23, JKAMP,
SIRT1 y CREB1 son genes que presentan expresion diferenciada entre de individuos
sometidos a diferentes estresores causados por el urbanismo. Mismos que se validaron en
ADN gendmico a partir del cAlamo de plumas. En la Figura 1 se indican los resultados de un
PCR en gel de agarosa en donde no se presentd amplificacion de los genes LY 86 ni GATAS.
Sin embargo, se evidenci6 una amplificacion tenue para el gen SCN4A, mismo que presenta
un tamafio de producto diferente al esperado que se calculd previamente en el disefio de
primers.

3.2 Extraccion de ARN

Los resultados de la extraccion, cuantificados por medio del instrumento Qubit,
dieron una concentracion de 27.9 ng/ul, 24,6 ng/ul y 61.1 ng/ul de ARN de las muestras
AU2M3, PN1M2-3 y NO1ML1 respectivamente.

3.3 Resultados RT-gPCR
Al realizar RT-gPCR utilizando los genes referenciales GAPDH, TFRC, PGK1 y

BUDD23/18S con los genes de expresion variable MTR, EXO1, MT4, LGALS3, JKAMP,
TLR4, CP, FEN1, SCN4A y SIRT1 no se detectd amplificacion del gen de referencia PGK1
y del gen marcador de estrés CREB para la muestra NO1M1. De igual manera el gen CDH23
presentd un tamafio producto amplificado con cDNA mayor a lo recomendado para RT-

gPCR (200pb), por lo que se descartaron a estos genes de los analisis subsiguientes. Dando
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como resultado un total de 13 genes para determinar el estado fisiolégico en Setophaga
petechia aureola.

Al realizar una normalizacion de datos con los genes GAPDH, TFRC y BUDD23/18S
se obtuvieron los siguientes resultados:

1) Al comparar los resultados de la muestra AU2M3 con respecto a NO1M1 con el
gen referencial BUDD23/18S se encontro la subexpresion de los genes: LGALS3 (p=0.007),
FEN1 (p=0.001), SCN4A (p=0.017) y SIRT1 (p=0.002). Por otro lado, haciendo uso del gen
referencial TFRC se encontrd la subexpresion de los genes: MT4 (p=0.02), JKAMP
(p=0.011), TLR4 (p=0.001), FEN1 (p=0.001), SCN4A (p=0.003) y SIRT1 (p=0.006).
Finalmente, utilizando al gen GAPDH como gen referencial en las mismas muestras, se
presento la subexpresion de los genes: EXO1 (p=0.013), MT4 (p=0.000), JKAMP (p=0.045),
TLR4 (p=0.011), CP (p=0.036), FEN1 (p=0.007), SCN4A (p=0.007) y SIRT1 (p=0.002).

2) Si se comparan los resultados de la muestra PN1M2-3 con respecto a NO1M1 con
el gen referencial BUDD23/18S se encontro la sobre-expresion de los genes: MTR (p=0.023)
y EXO1 (p=0.042) y subexpresion de los genes LGALS3 (p=0.049) y SIRT1 (p=0.002). Por
otro lado, haciendo uso del gen referencial TFRC se encontrd subexpresion del gen SCN4A
(p=0.041). Finalmente, utilizando el gen GAPDH como gen referencial se presentd la
subexpresion de los genes: EXOL1 (p=0.050) y SCN4A (0.017).

En la Figura 2 se evidencia una comparacion grafica de los resultados del algoritmo
272ACT de cada uno de los genes con respecto a cada gen referencial comparable utilizando
muestras con baja concentracion de corticosterona (AU2M3 y PN1M2-3) vs. una muestra

con alta concentracion de corticosterona (NO1M1).
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4  DISCUSION.

4.1 Disefioy validacion de primers

Para determinar la unién de los primers disefiados in silico, a una seccion del material
genético del ave, se utiliz6 ADN gendémico de calamo de plumas pertenecientes a Setophaga
petechia aureola. Dentro del gel de agarosa (Figura 1) no se amplificaron dos genes y hubo
una amplificacion tenue, resultando en 16 primers candidatos para el estudio. Los errores de
amplificacion pueden explicarse debido al disefio de primers a partir de las regiones exénicas
del transcriptoma de sangre. Debido a que existe la posibilidad de haberlos disefiado en zonas
cercanas a los limites de intrones-exones del genoma de Setophaga petechia aureola. Estos
errores se pueden evitar estudiando los limites de estas regiones y disefiando primers
Unicamente para las regiones céntricas de los exones (Jax et al., 2018; Wit et al., 2015).
4.2 Extraccion de ARN.

Gracias a la facil degradacién de ARN por parte de RNAsas endodgenas y a la
presencia de eritrocitos nucleados en sangre que aumentan la presencia de contaminantes
proteicos y de ADN, es dificil realizar extraccion de ARN en sangre que cuente con
concentraciones Optimas para andlisis de expresion génica (Mewis etal., 2014). En la
presente investigacion se aplicaron metodologias para extraer ARN con Trizol a partir de
sangre, obteniendo concentraciones desde 24,6 ng/ul hasta 61.1 ng/ul de ARN total. En
estudios previos, aplicando la misma metodologia de extraccion en sangre aviar (Galen et al.,
2020; Mewis et al., 2014), se reportan concentraciones de ARN total desde 10 ng/ul hasta
>100 ng/ul (Galen et al., 2020), indicando que las concentraciones obtenidas en el presente

estudio estan en el rango 6ptimo para andlisis de expresién génica.
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4.3 Analisis de expresion genica en sangre

Para determinar los niveles de expresion génica se realizo RT-gPCR, en conjunto con
el algoritmo 2724€T para medir cambios en la expresion de un gen de interés con respecto a
un normalizador (Rao et al., 2013). Mismo que es empleado para evaluar la expresion genica
en respuesta al estrés de diferentes organismos (Yousefi et al., 2020; Porcel et al., 2006;
(Desalvo et al., 2008). Para minimizar el error técnico (Olias etal., 2014), los genes
normalizadores no deben verse afectados por el tratamiento estudiado en la fase experimental

(Livak & Schmittgen, 2001), en este caso; la concentracion de corticosterona.

Los genes de referencia GAPDH, PGK1, TFRC y BUDD23/18S son 6ptimos para
medir la expresion génica en el modelo de aves paserinas, Taeniopygia guttata, debido a que
su expresion es mas estable entre individuos de una misma especie (Olias et al., 2014; Atema
et al., 2013). Sin embargo, la expresion de estos genes puede tener variacion entre tejidos,
por lo tanto; es necesario realizar una seleccion minuciosa de los genes referenciales (Olias
etal., 2014; Lynn et al., 2015). De estos cuatro genes, Gnicamente se utilizaron tres para RT-
gPCR, puesto que; el gen PGK1 no amplificé para la muestra con alta corticosterona
NO1ML1. En la Figura 2 se evidencian diferentes niveles de expresion segun su gen de

referencia, corroborando la importancia en la seleccion de un gen referencial idoneo.

Se evidenci6 coincidencias en la subexpresion de al menos un gen para ambos analisis
con respecto a cada gen referencial (Figura 2). Para el gen de referencia GAPDH, se presento
la subexpresion significativa del gen EXO1, mismo que interviene en la reparacion de ADN
(Watson et al., 2017), y del gen SCN4A, relacionado en procesos de estrés oxidativo en
canales de sodio muscular (Fukuda et al., 2005), la subexpresion de estos genes indican que

estos procesos ocurren en menor proporcion dentro de la poblacion con alta corticosterona.
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Por otro lado, se encontrd la subexpresion del gen SCN4A con respecto al gen referencial
TFRC para ambos analisis. Finalmente, para el gen referencial BUDD23/18S, se encontro la
subexpresion del gen LGALS3, mismo que interviene en la defensa contra patdégenos por
parte del sistema inmune innato (Diaz-Alvarez & Ortega, 2017) y SIRTL, cuya expresion
esta relacionada con la longevidad en animales por reparacion de ADN (Ramis et al., 2015).
Con estos resultados de expresion no se pueden realizar conclusiones acerca del estado
fisioldgico del ave, ya que a simple vista no se determina una tendencia entre la expresion
génica y la concentracion de corticosterona en pluma ya que Unicamente hubo pocas
coincidencias entre andlisis. Es necesario desarrollar una metodologia Optima para la
seleccién de un gen referencial idoneo que funcione con todas las muestras y tejidos.
4.4 Relacion entre niveles de expresion y corticosterona

Al utilizar tres muestras para el estudio con diferentes niveles de corticosterona, el
tamafio muestral no es representativo estadisticamente en base al teorema del limite central,
seria necesario el uso de un mayor tamafio muestral (n>=30) (Islagm, 2018). Por lo tanto, no
se puede realizar conclusiones certeras sobre el estado fisioldgico de Setophaga petechia

aureola en base a estas muestras (Islagm, 2018).

En este estudio se utilizaron muestras con diferentes concentraciones de
corticosterona en plumaje, cuya concentracion es el resultado de la acumulacion de esta
hormona a lo largo de varios dias o semanas (Freeman & Newman, 2018). En contraste con
la expresion genica; misma que brinda informacion con respecto al estado fisiologico actual
del individuo (Arasappan et al., 2010). No es posible considerar a la corticosterona como un
factor para separar muestras con diferente respuesta al estrés urbano con el fin de analizar

expresion génica, ya que el analisis temporal de ambos casos es diferente.
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Es propicio definir un umbral de corticosterona que determine el verdadero estado
fisioldgico de cada especie aviar. Ya que previamente se han reportado inconsistencias con
respecto a la concentracion de corticosterona en diferentes especies aviares como respuesta
a factores urbanos (Birnie-Gauvin et al., 2016). En este caso no se conoce el umbral de
corticosterona que determine que Setophaga petechia aureola se encuentre en estrés,
dificultando los posteriores analisis que se guian en base a este factor.

4.5 Tejidos muestrales y otros métodos para determinar estrés

Los niveles de expresidn génica varian segun el tejido muestreado. Considerando que
las respuestas a factores ambientales operan en todos los tejidos, los genes que intervienen
en estos procesos son diferentes (Watson et al., 2017; Jax et al., 2018). Se propone investigar
las respuestas fisiologicas al estrés en otros tejidos como: higado, cerebro o intestino y no
Unicamente en sangre (Lotvedt etal., 2017; Watson etal., 2017). Sin embargo, estos
procedimientos son altamente invasivos en poblaciones salvajes debido a que se debe
sacrificar al individuo para la extraccion de la muestra. Optando por la sangre y plumas como

alternativas idoneas para analizar expresion génica en aves silvestres (Jax et al., 2018).

Finalmente, utilizar una sola metodologia para el estudio de estrés en aves es
inadecuado (Cotter, 2015). La combinacion de metodologias y variables para determinar el
estado fisioldgico en aves, tales como: niveles de glucocorticoides, de la proteina de shock
térmico HSP 60, proporcion heterdfilos/linfocitos, coloracion en plumaje, indice de
condicion corporal, entre otros; es una opcion viable (Kennedy, 2010; O’Dell et al., 2014;
Weimer et al., 2018; Milenkaya et al., 2013). Esto se debe a que cada factor estudiado revela
mas informacion sobre la verdadera condicion fisiologica del ave, al igual que su interaccion

con el ambiente que lo rodea (Tang et al., 2018; Cotter, 2015; Merino et al., 2006).
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5 CONCLUSIONES.
En el presente estudio se logrd sintetizar y validar un total de 13 marcadores
moleculares con el fin de cuantificar la expresion génica relacionada al estrés en muestras de
sangre de Setophaga petechia aureola. Los primers disefiados pueden utilizarse para medir

el estrés en sangre u otros tejidos dentro de la especie analizada en este estudio.

Los ensayos de RT-qPCR encontraron expresion diferencial en ciertos genes con
respecto a su normalizador, pese a esto; establecer el verdadero estado fisiologico a partir de
este analisis resulta inadecuado en virtud de que no existe una tendencia en los resultados a

simple vista.

Este estudio propone una nueva herramienta que puede acoplarse a diferentes
métodos cuantitativos de estrés, para intentar determinar el estado fisiologico de la fauna

silvestre dentro de ambientes urbanos y como éste afecta la biodiversidad en su entorno.

De modo que el tamafio muestral sea capaz de representar estadisticamente a la
poblacion, es necesario trabajar con un mayor nimero de muestras (n>=30). De igual manera,
se propone realizar una estandarizacion de genes referenciales para cada tejido y especie,
puesto que; se pudo determinar la expresion variable de los tres genes referenciales dentro

de las tres muestras analizadas, brindando error e inconsistencia en los datos.
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amplificacion. Resaltado en celeste se encuentran los genes referenciales y en amarillo los

bits, E-value, primer izquierdo, primer derecho, AG y tamafo esperado del producto de
genes de expresion variable.

Tabla 1. Genes referenciales y relacionados al estres utilizados en el presente estudio.

Cada gen posee el nombre de la proteina codificante, descripc

-
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7 FIGURAS.

. PNM NC2 .ZA31. PNi1- NC2 |

PN11 NC2° zA21 PN11  NC2 PN11. NC2

SCN4A = - . LGALS3 CREB1 |

Figura 1: Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR amplificados con
primers disefiados a partir de ADN gendmico de cdlamo de plumas pertenecientes a
Setophaga petechia aureola. El gel de agarosa al 1.5% indica amplificacion de bandas en
todos los genes en diferentes muestras de ADN, exceptuando en el gen LY86, GATA3y una
amplificacion tenue en el gen SCN4A.
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Figura 2: Niveles de expresion de genes relacionados al estrés con expresion variable
AU2M3 vs NO1M1 Las barras en color azul representan la expresién génica de la muestra
con baja concentracion de corticosteronas y las de color rojo el nivel de expresion de la
muestra estresada NO1M1. Los niveles de expresion se midieron con respecto al 2724¢T
usando a las muestras con baja corticosterona como muestras sin tratamiento. Los asteriscos
representan muestras que mostraron diferencias significativas por medio del uso de la prueba
t de Student con varianza igual utilizando un a=0.05.
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9 ANEXOS.

Anexo 1

Extraccion de ADN genémico a partir de calamo de plumay validacion de primers

Se hizo uso del protocolo desarrollado por Bello et al., (2001) con modificaciones. Primero
se cortd longitudinalmente al cdlamo de pluma de Setophaga petechia aureola en una caja
Petri para luego colocarlo dentro de un tubo Eppendorf con 5.83 ul de Proteinasa K 15 mg/ml
disuelto en 500 pl Buffer de lisis. Posterior, se incub¢ el tubo a 56 °C por 12 horas y
centrifugd a 120009 por 10 min. Se transfirio el sobrenadante a un tubo Eppendorf donde se
colocd 1 volumen (Vol) de Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico 25:24:1, se centrifugd a
16000g por 5 min donde se recuperd el sobrenadante para ser lavado con 1 Vol de
Cloroformo. Se centrifugd a 16000g por 5 min para repetir el paso de cloroformo y
centrifugacion con 2 Vol de Cloroformo. Se recuperd el sobrenadante para luego afiadir 50
ul de 2M NaCl y 2 Vol de EtOH absoluto. Se incub6 a -20°C por 12 horas y se centrifug6 a
9000 rpm por 20 min. Se lavo con 500 ul de EtOH 75% y se dejo secar el pellet para

resuspenderlo en 30 ul de agua ultrapura.
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Anexo 2

Extraccion de ARN a partir de sangre

Se hizo uso de un protocolo desarrollado por Galen et al., (2020) y M. Rojas et al., (2021)
Donde se centrifugo la muestra que contiene sangre y RNALater por un minuto a 8000 g. La
sangre y el pellet formado se pipetd dentro de un nuevo tubo Eppendor de 1.5 ml con 500 pl
de Trizol. Se tomé todo el volumen de sangre y Trizol dentro de una jeringuilla y se dispenso
en un nuevo tubo. Se repitio el proceso con la jeringuilla 10 veces hasta eliminar la posible
presencia de codgulos. Se anadi6 500 pl.de Trizol y realizo vortex por 30 segundos. Se incub6
a temperatura ambiente por 10 minutos y afadi6é 400 pl de cloroformo frio con vortex. Se
incubd a temperatura ambiente por 3 minutos y centrifug6 a 4°C a velocidad maxima por 30
minutos. Pasado este tiempo 50-60% del volumen se present6 en forma de una fase acuosa
clara. Se colect6 500 pl de fase acuosa y dispenso en 500 pl de isopropanol frio con 5 pl de
Glycoblue seguido de un vortex. Se incubd por 5 minutos a -20°C y por 10 minutos a 4°C.
Se centrifugé a 13000 g por 20 minutos a 4°C y se removié el sobrenadante. Al pellet
encontrado en el tubo se resuspendi6 en 50 pl de agua DEPC y se afnadié 50 pul de NH4Ac
5My 250 pul de EtOH absoluto. Esta muestra se incub6 a -20 °C por 12 horas para centrifugar
a 13000 g por 20 minutos a 4°C. Se removi0 el sobrenadante y se procedio a lavar el pellet
con 1 ml de etanol a-20°C 80% . Una vez lavado el pellet se centrifug6 a 8000g por 5 minutos
a 4°C. Se removid el sobrenadante y se dejo secar el pellet al aire por aproximadamente 15
minutos. Se resuspendid en 30 pl de Agua PCR y se cuantifico el ARN con el kit Qubit High

Sensitivity o Broad Range.



