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RESUMEN

La urbanizacion y la disrupcion humana afectan ecosistemas de gran importancia, como el
archipiélago de Galépagos, provocando diversas respuestas fisiologicas en la avifauna islefia. Una
consecuencia es elevados niveles de estrés, cuyos efectos a largo plazo pueden afectar el bienestar
de una especie o incluso de toda su poblacion. Los canarios Maria (Setophaga petechia aureola)
son una subespecie endémica del archipiélago, que lleva cohabitando entornos urbanos
relativamente poco tiempo, lo cual podria afectar su fisiologia, por lo tanto, es importante
evaluar los efectos de la actividad humana. En el presente estudio se propone cuantificar la
expresion diferencial de genes relacionados al estrés en canarios Maria en diferentes localidades
de San Cristdbal - Islas Galapagos. Mediante RT-qPCR de 6 genes representativos de estrés
aviar, junto con 13 muestras de ARN de individuos de S. petechia aureola de héabitats con
diferentes niveles de impacto antropogénico. Se obtuvieron resultados variables que denotan
una alta diversidad en los niveles de expresion génica, los cuales no ostentan relacion con los
lugares de procedencia de las muestras. No fue posible denotar una correlacién entre los
habitats con intervencion antropogénica y una sobreexpresion de los genes utilizados en este
estudio. Estos resultados sugieren que los factores antropogénicos no constituyen una fuente
adicional de estrés para las muestras analizadas, sin embargo, se requiere estudios adicionales
para corroborar esta informacion, y asi obtener una idea mas clara acerca del estado fisiolégico
de esta especie. Este estudio presenta nuevas herramientas para analizar expresion génica de
estrés mediante métodos cuantitativos, para determinar e inferir un posible estado fisioldgico
de una especie silvestre dentro de habitats con impactos antropogénicos, sin embargo, no puede
ni debe ser considera como una metodologia estandar para cuantificacion de estrés.

Palabras clave: Setophaga petechia aureola, ave, Galapagos, estrés, impactos antropogénicos,

RT-gPCR, genes, sangre.



ABSTRACT

Urbanization and human disruption affect ecosystems of great importance, such as the
Galapagos archipelago, causing various physiological responses in the island's avifauna. One
consequence is high levels of stress, the long-term effects of which can affect the well-being
of a species or even its entire population. The Galapagos Yellow Warbler (Setophaga petechia
aureola) are an endemic subspecies of the islands, which has been cohabiting urban
environments for a relatively short time, which could affect their physiology, therefore, it is
important to evaluate the effects of human activity. In the present study, it is proposed to
quantify the differential expression of genes related to stress in Galapagos Yellow Warbler in
different localities of San Cristobal - Galapagos Islands. Using RT-gPCR of 6 representative
avian stress genes, together with 13 RNA samples from individuals of S. petechia aureola from
habitats with different levels of anthropogenic impact. Variable results were obtained that
denote a high diversity in gene expression levels, which bear no relation to the places of origin
of the samples. It was not possible to denote a correlation between the habitats with
anthropogenic intervention and an overexpression of the genes used in this study. These results
suggest that anthropogenic factors do not constitute an additional source of stress for the
analyzed samples, however, additional studies are required to corroborate this information, and
thus obtain a clearer idea about the physiological state of this species. This study presents new
tools to analyze stress gene expression through quantitative methods, to determine and infer a
possible physiological state of a wild species within habitats with anthropogenic impacts,
however, it cannot and should not be considered as a standard methodology for quantifying
stress.

Keywords: Setophaga petechia aureola, bird, Galapagos, stress, anthropogenic impacts, RT-

gPCR, genes, blood.
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1. INTRODUCCION

1.1. Impactos antropogenicos

La urbanizacion puede definirse como el cambio de una poblacidn de asentamientos
rurales a urbanos. Esta transicion viene acompafada de cambios tanto econémicos, como
socioculturales, asi como de una afluencia de personas proveniente de las zonas rurales
aledarias al sitio de urbanizacion (Mcgranahan & Satterthwaite, 2014). Durante las Gltimas
décadas las zonas urbanas han duplicado su territorio cada afio, de acuerdo con un informe de
las Naciones Unidas del afio 2019.

Los espacios creados por humanos forman paisajes complejos, los cuales afectan a los
entornos naturales. Esto se conoce como impacto antropogénico, el cual denota aquellas
actividades derivadas del hombre que tienen un impacto en la biodiversidad. Comunmente
estos impactos afectan de manera directa a la fauna, ya sea mediante la sobrepesca, la caza o
destruccion de habitats como consecuencia de la agricultura y expansién urbana. A pesar de
esto, muchas especies han logrado adaptarse a las nuevas tensiones, fuentes de alimentos,
depredadores y amenazas de los entornos urbanos, proporcionando informacion valiosa acerca
de los procesos selectivo y evolutivos de estos organismos (Hunter, 2007).

Todos estos impactos antropogénicos provocan varios tipos de respuestas fisioldgicas
en aquellos animales que habitan estos espacios. Una de las méas frecuentes es el estrés
ambiental, que surge de la contaminacion del aire, la luz artificial nocturna, el ruido, los
depredadores, entre otros factores antropogénicos (Isaksson, 2018). El estrés ambiental
provoca errores celulares que alteran las funciones transcripcionales, traduccionales y
postraduccionales en los &cidos nucleicos, provocando fallos multiorganicos en aquellos
organismos que lo padecen, induciendo alteraciones y atrofias en la musculatura de los
animales, asi como fallas metabolicas multinivel (Biggar & Storey, 2015). También ocasiona

cambios comportamentales y cognitivos en varias especies animales, ademas puede causar
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efectos transgeneracionales estables en la expresion de genes cerebrales, el comportamiento y
el eje hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), sin embargo, ain no se comprende del todo las
interacciones entre el estrés ambiental y la epigenética (Jensen, 2014).

1.2. Islas Galapagos e impactos antropogénicos

La actividad antropogénica afecta a lugares de gran importancia en materia de
biodiversidad y conservacion, como son las Islas Galapagos. Estas fueron reconocidas como
patrimonio natural de la humanidad en 1978, debido a su gran endemismo de fauna y flora
(Bay et al., 2020). Dentro del archipiélago se encuentra una gran cantidad de especies
endémicas las cuales se han visto afectadas por a la intrusion del hombre, provocando presiones
antropogeénicas sobre las especies que habitan este lugar (Benitez et al., 2018).

La intrusion humana en este archipiélago es relativamente reciente a comparacion del
continente, por lo tanto, cualquier factor adaptativo por parte de las especies nativas es inferior
frente a sus parientes continentales (Laso et al., 2019). Durante la década pasada se ha
observado un crecimiento poblacional importante en las islas, tanto en las zonas urbanas como
rurales y de agricultura; dicha expansiéon influye en la fauna galapaguense, provocando
presiones adaptativas sobre las mismas (Walsh et al., 2010). Esto se ve reflejado en la gran
cantidad aves amenazadas de las Galapagos (Jiménez-Uzcategui et al., 2019), asi como en
extinciones de avifauna autdctona de varias islas alrededor del planeta (Steadman, 1989;
Blondel, 2000; Steadman, 2003).

Por otra parte, existen estudios que observan las interacciones del estrés ambiental en
animales de Galapagos, donde, mediante analisis quimicos de corticosterona en sangre, no se
logré identificar diferencias significativas relevantes entre grupos de iguanas de zonas
turisticas frente a sitios no perturbados por humanos (Romero & Wikelski, 2010), también se
ha demostrado que la retroalimentacion negativa frente a la liberacion de corticosterona

confiere una ventaja adaptativa de supervivencia durante periodos de inanicion (Romero &
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Wikelski, 2010). Debido a estas caracteristicas es interesante analizar al archipiélago de las
Galapagos mediante estudios que analicen los efectos de los impactos antropogénicos sobre la
fauna endémica.

1.3. Importancia de Setophaga petechia aureola en las Islas Galapagos

Las aves ostentan una gran importancia ecologica en ambientes urbanos, ya que ocupan
diferentes niveles de la cadena trofica y su presencia o ausencia puede determinar la salud de
un ecosistema. Son relativamente faciles de monitorear debido a su amplia distribucion y
observacién (Ali Tabur & Ayvaz, 2010).

La presente investigacion plantea estudiar a Setophaga petechia aureola, la cual es una
pequefia ave de color amarillo brillante, nativa de las Islas Galapagos (Wiedenfeld, 2006). Se
cree que esta subespecie arribd a las Galapagos hace poco mas de trecientos mil afios. Es un
ave insectivora la cual presenta una amplia distribucion en los bosques nublados y secos a lo
largo del archipiélago. Se ha reportado que la mayor parte de su poblacién se encuentra en las
islas San Cristobal, Isabela, Floreana y Santa Cruz (Browne et al., 2010). Varios estudios han
determinado que la poblacion de esta especie ha disminuido a través de los afios, pese a esto,
no hay informacion clara acerca de este suceso, ya que los estudios se enfocan en su genotipo
0 en su origen poblacional, mas no en las posibles causas y consecuencias de su desaparicion
en habitats nativos (Quinlan & Green, 2012; Zufiga Paredes, 2016; Lynton-Jenkins et al.,
2021).

1.4. Cuantificacion de estrés

Numerosos estudios han sefialado los cambios comportamentales, fisiologicos y
morfolégicos de los organismos que habitan &areas urbanas, con niveles variados de
intervencion antropogénica, frente a su contraparte natural/nativa (Savage et al., 2014; Rebolo-
Ifran et al., 2015; Wang et al., 2019). Sin embargo, pocos estudios se encargan de desentrafiar

la base genética de cdmo los rasgos fenotipicos responden, de forma adaptativa o no, a entornos
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nuevos o cambiantes, a su vez, esto tendria implicaciones importantes para nuestra
comprension y gestion del cambio ambiental inducido por el hombre (Hunter, 2007).

Mediante el estudio realizado por Watson y colaboradores (2017) se conoce sobre la
posibilidad de cuantificar la regulacion de genes frente a las condiciones ambientales locales,
a un nivel molecular. La cuantificacion de la expresion de genes relacionados con estrés,
mediante tecnologias de secuenciacion, puede ayudarnos a comprender e identificar genes que
contribuyen a la variacion genotipica entre individuos y poblaciones. Estudios como este han
revelado genes y rutas metabolicas que juegan un papel importante en las respuestas mecanicas
a los desafios ambientales en los organismos de vida libre.

El presente estudio pretende cuantificar la expresion diferencial de genes relacionados
con el estrés en Setophaga petechia aureola en diferentes localidades de San Cristobal - Islas
Galapagos. Esto con la finalidad de medir e inferir una posible correlacion del impacto
antropogénico de las zonas urbanas frente a las zonas naturales/nativas en el archipiélago, esto

mediante PCR cuantitativo.
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2. METODOLOGIA

2.1. Estandares éticos
El presente trabajo se realiz6 con la autorizacion del Parque Nacional Galapagos y del
Ministerio del Ambiente del Ecuador (PC-59-19).
2.2. Area de investigacion y toma de muestras
Se colectaron muestras de sangre de individuos capturados de Setophaga petechia
aureola en un estudio previo realizado por Pacheco (2020), en la isla San Cristébal — Islas
Galapagos. Los individuos correspondian a entornos con diferentes niveles de intervencién
antropogeénica. Se validé un total de 13 muestras, siendo 5 de estas pertenecientes a habitats
antropogeénicos, mientras que las 8 restantes, pertenecian a habitats silvestres. La recoleccion
de muestras de sangre, de aproximadamente 15 pl, fue realizada en el periodo de mayo a julio
del 2019. Las muestras fueron recolectadas en 150 ul de RNAlater (Life Technologies, 2011).
Posteriormente, fueron trasladadas a la Universidad San Francisco de Quito, para ser analizadas
en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, donde se almacenaron a -80°C hasta su analisis.
2.3. Indicadores de expresion diferencial utilizados en el estudio
En base a estudios previos (Watson et al., 2017; Rosero, 2021) se determind el uso de
6 genes de expresion diferencial concernientes al estrés aviar, asi como el uso de 1 gen estable
de referencia para la normalizacion de resultados de RT-qPCR. Las secuencias de ADN se
obtuvieron a partir de la base de datos del NCBI, empleando un transcriptoma de Setophaga
petechia aureola, junto con el patrén del organismo Taeniopygia guttata, representativo de
aves paseriformes (Balakrishnan et al., 2010). Los primers utilizados en este estudio, su
funcidn, asi como el gen normalizador utilizado se encuentran detallados en la Tabla 1.
2.4. Extraccidon y almacenamiento de ARN total a partir de sangre
Se extrajo ARN total a partir de la coleccion de muestras del estudio de Pacheco (2021).

Para esto se utilizd Trizol (Invitrogen), siguiendo los protocolos de Rojas et al., (2021) y Galen



16

et al., (2020). Finalmente, la cuantificacion se realizé mediante Qubit™ RNA BR Assay Kity
se almaceno a -80°C hasta su analisis.
2.5. Retrotranscripcion y digestion con DNAsa
Se utiliz6 200 ng del ARN total para la sintesis de ADN complementario (cDNA). Se
siguio el protocolo del fabricante en el que se utilizd DNAsa | (Invitrogen) y retrotranscriptasa
SuperScriptlll (Invitrogen).
2.6. PCR en tiempo real
El protocolo utilizado para la RT-qPCR utiliza un volumen final de 15 pul por reaccion,
el cual estd compuesto de los siguientes reactivos: 7.5 pl de SsoFast™ EvaGreen® Supermix
(Biorad), 5.1 pl de Agua UltraPura, 0.45 pl de primer forwars y 0.45 pl de primer reverse, y
1.5 ul de cDNA. La reaccion se realiz6 por triplicado para cada muestra utilizada. El protocolo
de amplificacion consistio en una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 10 min., 40 ciclos
de desnaturalizacion a 95 °C durante 15 seg. por cada ciclo, hibridacion a 58 °C durante 30
seg., extension a 72 °C durante 30 seg., y melting de 60°C a 95°C, con lectura de temperatura
cada 10 seg. Los resultados conseguidos fueron normalizados con el gen de expresion
referencial GAPDH.
2.7. Método de cuantificacion relativa Ct y analisis estadisticos
Con los resultados obtenidos del RT-gPCR se opté por realizar un método de
cuantificacion relativa de Ct. Para aplicar este método se utilizé la formula 2 2T a cada
muestra con sus respectivos genes (Rao et al., 2013). Para ello se determind la muestra que
presentd el menor nivel de expresion y se la asignd como muestra “target”, la cual sera nuestro
nivel de expresion basal con el gen control (Livak & Schmittgen, 2001). Posteriormente se

aplico la siguiente férmula:

Z—AA CT _ 2-(( CT (Gen X—target) - CT (Gen housek—target)) - (CT (Gen X—muestras) - CT (Gen housek—muestras)))

Donde “Gen X” corresponde al gen de interés relacionado al estrés, y “Gen housek”
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corresponde al gen control.

Para determinar si las diferencias obtenidas mediante el método de cuantificacion
relativa de Ct son estadisticamente significativas, se opto por realizar la prueba t de Student,
considerando varianzas iguales, utilizando un 0=0.05 (Valiente & Tejedor,2010). Si los valores
obtenidos del método de cuantificacion relativa de Ct no presentan una distribucion normal, se
realizara una transformacion de Box-Cox mediante el software estadistico Minitab 18
(Blaylock & Smallwood, 1985). También se utiliz6 la Tasa de Descubrimiento Falso, o FDR
por sus siglas en inglés (False Discovery Rate), para descartar posibles falsos positivos

generados durante la prueba estadistica t de Student (Brinster et al., 2018).
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3. RESULTADOS

3.1. Indicadores de expresion diferencial utilizados en el estudio

De los 18 genes relacionados al estrés en aves presentados en el trabajo de titulacion de
Jean Rosero, se redujo a 7 genes, lo cuales estan presentados en la Tabla 1. Se decidi6 eliminar
los primers TFRC, PGK1 y BUDD23/18S correspondientes a genes referenciales de expresion
constante en aves, debido a que se observo que el gen de referencia GAPDH presenta un mayor
nivel de estabilidad para los propoésitos de este estudio. De los 14 genes que presentan expresion
diferencial de estrés se eliminaron 4, siendo estos el MT4, JKAMP, CP y FEN1.

3.2. Retrotranscripcion y digestion con DNAsa

Los resultados de la retrotranscripcion fueron cuantificados mediante el instrumento
Qubit. Las concentraciones obtenidas de las muestras PN1M24, PN2M31, NC1M5, UC3T2 y
UM2TS5 fueron de 1.25 ng/pl, 1.96 ng/ul, 2.45 ng/ul, 3.18 ng/ul y 1.89 ng/ul respectivamente

3.3. Resultados de la PCR en tiempo real

Al realizar la TR-gPCR se encontrd que algunas muestras de cONA no amplificaban
con ciertos genes, por lo cual se optd por eliminar dichas muestras. Las muestras eliminadas
son la PN1M11 con el gen TLR4, y la muestra PN2M31 con el gen SCN4A.

Los valores obtenidos del método de cuantificacién relativa de Ct no presentan una
distribucion normal, por lo cual se realizé la transformacion de Box-Cox en el software Minitab
18, con la finalidad de ajustar los datos la normalidad (Blaylock & Smallwood, 1985). Posterior
a esto se realizaron pruebas de normalidad de cada gen utilizado en el presente estudio, las
pruebas realizadas estan detalladas en el Anexo 1.

Pese a la transformacion de Box-Cox no se logré llegar a una normalizacion completa
de los datos obtenidos, pese a esto, se realiz la prueba t de Student considerando varianzas
iguales, con la finalidad de obtener diferencias estadisticamente significativas. La prueba

estadistica t de Student es una prueba que ostenta una “robustez” notable frente a la no
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homogeneidad de varianzas, por lo cual es posible hacer validas las conclusiones alcanzadas
mediante este método (Valiente & Tejedor,2010), el cual ha sido utilizado ampliamente en
analisis de expresion génica, con un éxito analitico considerable frente a suposiciones de
normalidad que no son exactas (Goni et al., 2009).

Finalmente, se utilizo la Tasa de Descubrimiento Falso (FDR) para descartar falsos
positivos de la prueba t de Student (Storey, 2010). Se obtuvieron los siguientes resultados:

1) La expresion diferencial del gen TL4 presenta subexpresion de la muestra UC3T2
(p=0.003). También presenta sobreexpresion de las muestras UM2T5 (p=0.004), UM3T2
(p=0.004), NC1MS5 (p=0.003), NL1T2 (p=0.002), PN1M24 (p=0.004) y PN2M11(p=0.006).
Los resultados se encuentran en la Figura 1.

2) La expresion diferencial del gen EXO1 presenta subexpresion en las muestras
UC3T2 (p=0.002), NO2T3 (p<0.001) y PN2M31 (p=0.004). También presenta sobreexpresion
de las muestras AC3M2 (p<0.001), UM2T5 (p<0.001), NCIM5 (p<0.001), NL1T1 (p<0.001),
NL1T2 (p<0.001), PN1M24 (p<0.001), PN2M11 (p<0.001). Los resultados se encuentran en
la Figura 2.

3) La expresion diferencial del gen LAGLS3 no presenta ninguna muestra con
subexpresion estadisticamente significativa. Por otro lado, presenta sobreexpresion en las
muestras AC3M2 (p=0.02), UM2T5 (p=0.02), UM3T2 (p=0.01), NC1M5 (p=0.01),
NL1T1(p=0.01), NL1T2 (p=0.02), PN1M24 (p=0.02) y PN2M11(p=0.02). Los resultados se
encuentran en la Figura 3.

4) La expresion diferencial del gen SCN4A no presenta ninguna muestra con
subexpresidn o sobreexpresion estadisticamente significativa. Los resultados se encuentran en
la Figura 4.

5) La expresion diferencial del gen SIRT1 presenta subexpresion en las muestras

AC3M2 (p=0.004), NL1T1 (p=0.001) y PN1M11 (p=0.004). Por otro lado, no presenta
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ninguna muestra con sobreexpresion estadisticamente significativa. Los resultados se
encuentran en la Figura 5.

6) La expresion diferencial del gen MTR presenta subexpresion en las muestras UC3T2
(p=0.004) y NO2T3 (p=0.005). También presenta sobreexpresion de las muestras AC3M2
(p=0.003), UM2T5 (p<0.001), UM3T2 (p=0.001), NC1M5 (p<0.001), NL1T1 (p=0.001),
NL1T2 (p=0.001), PN1M24 (p=0.001) y PN2M11 (p=0.001). Los resultados se encuentran en

la Figura 6.
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4. DISCUSION

Los resultados obtenidos denotan una alta diversidad en los niveles de expresion de los
genes concernientes al estrés aviar en las muestras de S. petechia utilizadas en este estudio, los
cuales no ostentan relacion con los lugares de procedencia de las muestras, por lo cual no es
posible denotar una correlacion entre los habitats con intervenciéon antropogénica y una
sobreexpresion de los genes utilizados en este estudio. Pese a esto, es posible inferir el estado

de las muestras con relacion a los genes utilizados (Zhu et al., 2013; Rydenfelt et al., 2020).

El impacto de los estudios de expresion diferencial de genes radica en obtener una
mayor compresion de aquellos mecanismos moleculares involucrados en respuestas contra
factores estresores (Nebert et al., 1990; Babenko et al., 2016), ya sea para utilizar estrategias
de conservacion, u obtener una mejor comprension de estos mecanismos multifactoriales en
humanos (Nanni et al., 2006; Craig, 2007; Heim & Binder, 2012). Todas las muestras “targets”
asignadas corresponden a muestras provenientes de habitats silvestres por lo cual podemos
inferir que se observa una expresion basal de genes relacionados al estrés en aquellas muestras

provenientes de habitats silvestres.

El gen TLR4 esté involucrado en la proliferacion de linfocitos B, los cuales intervienen
en la regulacion positiva de la muerte neuronal inducida por estrés oxidativo. También esta
implicado en mecanismos de reconocimiento de patrones moleculares asociados al dafio tisular
o0 apoptosis celular (Hanson et al., 2021). La expresion diferencial de TLR4 (Figura 1), indican
una sobreexpresion estadisticamente significativa en 6 de las 13 muestras analizadas y que fue
evidenciable tanto en habitats intervenidos antropogénicos, como en habitats silvestres. El
estudio realizado por Capilla-Lasheras y colaboradores (2017), realizada en el ave herrerillo
comun, indica que la sobreexpresion del gen TLR4 provoca un menor éxito reproductivo, un

peso inferior en sus polluelos y una tasa menor éxito de supervivencia de los polluelos. Esto
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puede indicar que aquellas muestras que presenten sobreexpresion estén expuestos a diversos
factores ambientales que promueven el estrés oxidativo, provocando una alteracion en la
funcién normal de este gen y, en consecuencia, presentar las mismas complicaciones asociadas

al funcionamiento de este gen.

El gen EXO1 desempefia funciones clave en la reparacion del ADN debido a la
oxidacion, asi como en el acortamiento de telémeros como consecuencia del estrés oxidativo
y en la reparacion de errores de emparejamiento durante la recombinacion del ADN (Watson
et al., 2017). Los resultados de la expresion diferencial de EXO1 (Figura 2) indican una
sobreexpresion estadisticamente significativa en 7 de las 13 muestras analizadas. La expresion
elevada del gen EXO1 esta relacionada con carcinoma y carcinogénesis de cancer de mama en
humanos (Dai et al., 2018; Liu & Zhang, 2021), sin embargo, las vias metabdlicas de este gen
en otros organismos no estan del todo claras. Es posible inferir que aquellas muestras que
presenten una sobreexpresion de este gen posean una alteracion, que podria conllevar a un
malfuncionamiento del gen y las vias metabdlicas consecutivas a la expresion del mismo, lo

que eventualmente podria conducir a carcinogénesis.

El gen LAGLS3 esta involucrado en la regulacién de la proliferacion y apoptosis de
linfocitos T. Ostenta un rol significativo en el crecimiento, diferenciacion, angiogénesis y
apoptosis de varias clases de tejidos tanto normales como cancerosos (He et al., 2019). La
expresion diferencial de LAGLS3 (Figura 3), indica una sobreexpresion estadisticamente
significativa en 8 de las 13 muestras analizadas. Se sabe que una alta expresién de este gen
provoca alteraciones en los muasculos liso-vasculares en conejos, que produce complicaciones
como la aterogénesis, en donde se da una acumulacién de grasas sobre las paredes de las
arterias (Arar et al., 1998), asi como en diversos tipos de cancer en humanos (Yoshimura et al.,

2003), sin embargo, los estudios de expresion génica de LAGLS3 son escasos y no
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proporcionan informacion util sobre los posibles efectos de una sobreexpresion. Pese a esto, y
en base a los resultados vy a la literatura es posible inferir que una sobreexpresion de este gen

podria conllevar a fallas en musculos liso-vasculares y oncogénesis.

El gen SCN4A pertenece a una familia de genes que proporcionan instrucciones para
crear canales de sodio, los cuales juegan un papel clave en la capacidad de una célula para
generar y transmitir sefiales eléctricas (Fukuda et al., 2005). Los resultados obtenidos de la
expresion diferencial de SCN4A (Figura 4) no presentan una expresion estadisticamente
significativa, sin embargo, si presenta sobreexpresion y subexpresion del gen en relacion con
las muestras analizadas. Se sabe que la mutacion del gen SCN4A de la subunidad a del canal
de sodio presenta complicaciones como la paramiotonia congénita, la cual es una alteracion del
musculo esquelético del corazén humano, causando consecuencias cardiacas que pueden ser
mortales (McClatchey et al., 1992; Péréon et al., 2003). Las consecuencias de la sobreexpresion
de SCN4A, asi como la consecuente alteracion del musculo esquelético del corazén no esta
muy definida para aves, no obstante, es posible inferir que la alteracién del funcionamiento de
este gen puede alterar la funcion de los canales de sodio, perturbando la respuesta de otros
grupos musculares en aquellas muestras que presenten sobreexpresion de este gen (Watson et

al., 2017).

El gen SIRT1 codifica para una enzima trabaja en vias de recombinacion del ADN y
los mecanismos de reparacion celular. Ademas, esta involucrado en mecanismos de apoptosis,
respuesta celular al estrés, secrecion de insulina, asi como para una respuesta conductual al
hambre (Ramis et al., 2015). Los resultados obtenidos de la expresién diferencial de SIRT1
(Figura 5) no presentan ninguna sobreexpresion estadisticamente significativa. Los estudios
realizados con el gen SIRT1 indican que los productos de transcripcion de este gen contribuyen

aprolongar la longevidad (Wang et al., 2019), por lo cual una sobreexpresién de este gen podria
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contribuir de manera positiva en la respuesta de estres celular en las muestras celulares, sin
embargo, los resultados indican que 7 muestras presentan subexpresion, lo que podria indicar
que las muestras no ostentan gran cantidad de transcritos, denotando un posible

malfuncionamiento del gen, esto posiblemente debido a factores estresantes.

El gen MTR codifica para la metiltransferasa, que cataliza la adicion de grupos metilo
al ADN. La metilacion del ADN juega un papel crucial en la regulacién de la expresion génica
(Cao et al., 2020). Los resultados obtenidos de la expresion diferencial de MTR (Figura 6)
revelan una sobreexpresion en 8 de las 13 muestras analizadas. La alta expresion de este gen
de metiltransferasa corresponde a metilacion del ADN, lo cual se asocia con una expresion
génica mas reducida (Watson et al., 2017). Por otra parte, las variantes reguladoras del gen
MTR aumentan el riesgo de cardiopatia coronaria en humanos (Zhao et al., 2013). Debido a la
alta expresion de este gen (8 de 13 muestras), es posible que los niveles de expresion génica
observados en los resultados de los otros genes analizados en este proyecto tengan estén
sesgados Yy, por tanto, ostenten niveles generales mas bajos (Head, 2014), sin embargo, no se
conocen las vias metabdlicas especificas de este gen con relacion al ave de estudio y sus
posibles consecuencias son aun desconocidas, por ende, seria erréneo inferir una correlacion

directa entre este gen y una expresion génica reducida con los demas genes analizados.

Al utilizar 13 muestras de ARN de canaritos Maria para la realizacion de este proyecto,
el tamafio muestral no es estadisticamente significativo, en base al teorema del limite central
(n > 30). Por consiguiente, realizar conclusiones acerca del estado de una poblacion de esta
especie es errdneo (Islagm, 2018). Estos resultados sugieren que los factores antropogénicos
no constituyen una fuente adicional de estrés para las muestras analizadas (Pacheco, 2020). Sin
embargo, se requiere de estudios adicionales para corroborar esta informacién, y asi obtener

una idea mas clara acerca del estado fisioldgico de esta especie.
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5. CONCLUSIONES

En el presente estudio se logré analizar la expresion diferencial de 6 genes relacionados
con estrés aviar en 13 muestras de Setophaga petechia aureola provenientes de habitats con

diferentes niveles de intervencion antropogénica en San Cristébal-Galapagos.

Los analisis realizados mediante cuantificacion relativa de Ct proporcionan
informacidn Gtil acerca de los niveles de expresion génica de las muestras utilizadas en este
proyecto, sin embargo, no fue posible denotar una correlacion y/o patron con los lugares de
procedencia de las muestras. El tamafio muestral utilizado no es estadisticamente
representativo para una poblacién, por tanto, no es posible inferir un estado fisiologico sobre
la especie estudiada, esto debido a que esta condicion esta relacionada a diversos factores. Pese

a esto, si es posible inferir acerca de la expresion génica presente en las muestras analizadas.

Para estudios posteriores se propone obtener un mayor nimero de muestras para ser
analizadas, las cuales provengan de habitats mas especificos. También se recomienda analizar
detalladamente los genes utilizados en este proyecto, ya que existe poca informacion sobre sus
rutas metabdlicas e interacciones especificas dentro de los contextos de habitats con impactos
antropogénicos en aves. Ademas, es necesario realizar otro tipo de metodologias como la

transcriptomica.

Este estudio presenta nuevas herramientas para analizar expresioén génica de estrés
mediante métodos cuantitativos, para determinar e inferir un posible estado fisioldgico de una
especie silvestre dentro de hébitats con impactos antropogénicos, sin embargo, no puede ni
debe ser considera como una metodologia estandar para cuantificacion de estrés. EI combinar
diversas metodologias y variables proporcionara un disefio experimental mas sélido para
comprender como funcionan estos mecanismos y como afectan a la especie que se desee

estudiar.
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6. TABLAS

Tabla 1. Genes utilizados en el presente estudio. Cada gen ostenta el nombre de la proteina

-7

-7

codificante, la descripcion de su funcion, el organismo de referencia, los bits, E-value, primers

forward/reverse, AG y tamafio probable del producto de amplificacion. El gen referencial esta

-7

resaltado de color azul y los genes de expresion variable estan resaltados de color rojo.
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Tabla 2. Datos de las muestras utilizadas en el presente estudio. Se indica cada muestra de

sangre utilizada en este estudio de manera alfabética. Se detalla el afio de recoleccién de la

muestra, el lugar, la alteracion antropogénica, la localidad y el impacto.

Muestras| Afio Lugar Alteracién | Localidad
AC1T4 | 2019 |CASA ABANDONADA [Antropogénica| Agricola
AC3M2 | 2019 |CASA ABANDONADA |Antropogenica| Agricola
NC1M5 | 2019 CAROLA Silvestre Nativo
NL1T1 2019 LOBERIA Silvestre Nativo
NL1T2 2019 LOBERIA Silvestre Nativo
NO2T3 | 2019 OCHOA Silvestre Nativo
PN1M11| 2019 Parque nacional Silvestre Nativo alto
PN1M24 | 2019 Parque nacional Silvestre Nativo alto
PN2M11 | 2019 Parque nacional Silvestre Nativo alto
PN2M31 | 2019 Parque nacional Silvestre Nativo alto
UC3T2 2019 Coliseo Antropogénica| Urbana
UM2T5 | 2019 Media Antropogénica| Urbana
UM3T2 | 2019 Media Antropogénica| Urbana
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7. FIGURAS
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Figura 1. Expresion diferencial del gen TLR4 con relacién a las muestras. Las barras de
color rojo representan las muestras que provienen de un habitat antropogénico y las barras de
color azul representan las muestras que provienen de un hébitat silvestre. Los niveles de
expresion fueron medidos mediante el método 2 22CT, La linea negra indica el nivel de
expresion basal, dada por la muestra “target”. Los puntos indican aquellas muestras que

presentan una diferencia significativa mediante el analisis estadistico de la prueba t de Student.
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Figura 2. Expresion diferencial del gen EXOL1 con relacion a las muestras. Las barras de
color rojo representan las muestras que provienen de un habitat antropogénico y las barras de
color azul representan las muestras que provienen de un habitat silvestre. Los niveles de
expresion fueron medidos mediante el método 2 2ACT, La linea negra indica el nivel de
expresion basal, dada por la muestra “target”. Los puntos indican aquellas muestras que

presentan una diferencia significativa mediante el analisis estadistico de la prueba t de Student.
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Figura 3. Expresion diferencial del gen LAGLS3 con relacion a las muestras. Las barras
de color rojo representan las muestras que provienen de un hébitat antropogénico y las barras
de color azul representan las muestras que provienen de un habitat silvestre. Los niveles de
expresion fueron medidos mediante el método 2 22CT. La linea negra indica el nivel de
expresion basal, dada por la muestra “target”. Los puntos indican aquellas muestras que

presentan una diferencia significativa mediante el analisis estadistico de la prueba t de Student.
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Figura 4. Expresion diferencial del gen SCN4A con relacién a las muestras. Las barras de
color rojo representan las muestras que provienen de un habitat antropogénico y las barras de
color azul representan las muestras que provienen de un habitat silvestre. Los niveles de
expresion fueron medidos mediante el método 2 22CT, La linea negra indica el nivel de
expresion basal, dada por la muestra “target”. Los puntos indican aquellas muestras que

presentan una diferencia significativa mediante el analisis estadistico de la prueba t de Student.
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Figura 5. Expresion diferencial del gen SIRT1 con relacion a las muestras. Las barras de
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color rojo representan las muestras que provienen de un habitat antropogénico y las barras de
color azul representan las muestras que provienen de un habitat silvestre. Los niveles de
expresion fueron medidos mediante el método 2 2ACT, La linea negra indica el nivel de
expresion basal, dada por la muestra “target”. Los puntos indican aquellas muestras que

presentan una diferencia significativa mediante el analisis estadistico de la prueba t de Student.
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Figura 6. Expresion diferencial del gen MTR con relacion a las muestras. Las barras de
color rojo representan las muestras que provienen de un habitat antropogénico y las barras de
color azul representan las muestras que provienen de un hébitat silvestre. Los niveles de
expresion fueron medidos mediante el método 2 22CT. La linea negra indica el nivel de
expresion basal, dada por la muestra “target”. Los puntos indican aquellas muestras que

presentan una diferencia significativa mediante el analisis estadistico de la prueba t de Student.
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Anexo 1: Pruebas de normalidad
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Mediante el software Minitab 18 se realizaron pruebas de normalidad a los primers utilizados

en el presente estudio. Esta prueba de normalidad fue realizada en los valores obtenidos

después del calculo del 2“2 €T,y después de haberlos sometido a la transformacion Box-Cox.
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Anexo 2: Electroforesis en gel de agarosa
Mediante electroforesis en gel de agarosa se pudo comprobar los resultados de las

amplificaciones de RT-gPCR.
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