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RESUMEN

RESUMEN

El objetivo principal de esta investigacion fue proponer especies de hongos micorricicos arbusculares (HMA)
recolectados del Santuario de la Naturaleza Federico Santa Maria para su uso en futuros procesos de restauracion
ecoldgica de ecosistemas xerofiticos costeros. Se plantearon tres objetivos especificos: cultivar HMA a partir de
raices de flora xerofitica recolectadas, identificar las especies de HMA mediante técnicas de biologia molecular y
secuenciacion, seleccionar las especies de HMA mds competentes segun su abundancia relativa y velocidad de
crecimiento.

Durante dos visitas a los Acantilados Federico Santa Maria, se recolectaron segmentos de raiz de individuos de
ocho especies de plantas xerofiticas. Estas muestras fueron procesadas en duplicado y cultivadas en medio de
cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) bajo condiciones estériles. Se monitored el crecimiento de colonias fungicas,
aislando y subcultivando individualmente cada colonia hasta obtener cultivos puros. En total, se lograron aislar 49
potenciales especies de HMA.

Las especies aisladas fueron identificadas mediante técnicas de biologia molecular y secuenciacion, lo que permitié
determinar su identidad taxondmica y evaluar su potencial para la restauracion ecolégica. Los criterios de seleccion
incluyeron la abundancia relativa de cada especie y su velocidad de crecimiento. Las actividades de laboratorio
fueron documentadas meticulosamente, incluyendo el uso de una variedad de equipos y técnicas especializadas.

El estudio identificé un conjunto de especies de HMA con potencial para ser utilizadas en la restauracién de
ecosistemas xerofiticos costeros. Se concluye que los HMA aislados podrian desempefiar un papel crucial en
mejorar la resiliencia y sostenibilidad de estos ecosistemas. Adicionalmente, se estimaron los costos asociados a las
actividades de recoleccion, cultivo, aislamiento e identificacién de los hongos, proporcionando una base econémica
para futuros estudios y aplicaciones.

Las limitaciones del estudio incluyeron la imposibilidad de evaluar el efecto real de la inoculacidn de los HMA en las
plantas y las restricciones de tiempo, presupuesto y materiales disponibles, que afectaron la optimizacidon de
algunos protocolos. A pesar de estas limitaciones, los resultados obtenidos son prometedores y sientan las bases
para investigaciones futuras y aplicaciones practicas en la restauracion ecoldgica.
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Formacion xerofitica: formacidén vegetal, constituida por especies autdéctonas, preferentemente arbustivas o
suculentas, de areas de condiciones aridas o semidridas ubicadas entre las Regiones | y VI, incluidas la
Metropolitana y la XV y en las depresiones interiores de las Regiones VIl y VIII (Ministerio de Agricultura, 2008).

Micorrizas: Las micorrizas son asociaciones simbidticas entre las raices de las plantas y ciertos tipos de hongos, en
las cuales ambos organismos se benefician mutuamente. En esta relacién, los hongos micorricicos colonizan las
raices de las plantas, formando estructuras llamadas "hifas" que se extienden en el suelo, aumentando la superficie
de absorcidn de nutrientes y agua. A cambio, las plantas proporcionan alimento en forma de carbohidratos a los
hongos. Esta simbiosis es altamente beneficiosa para ambas partes involucradas. Los hongos micorricicos ayudan a
las plantas a absorber nutrientes como fésforo, nitrégeno y minerales que son a menudo limitados en el suelo.
Ademas, los hongos mejoran la resistencia de las plantas al estrés ambiental, como la sequia y la salinidad, al
tiempo que facilitan la comunicacién entre las plantas y otros microorganismos en el suelo y a su vez estos se
benefician de los fotosintetizados por las plantas como el carbono, entre otros.

Restauracion ambiental: O también conocida como restauracion ecoldgica, corresponde a una intervencion
humana intencionada que tiene como objetivo principal guiar la recuperacién de un ecosistema degradado hacia
un estado histdrico de referencia, que refleja su condicion original antes de sufrir perturbaciones naturales o
causadas por el ser humano. Esta practica busca detener las causas que originaron la degradacién, promover la
regeneracion de la vegetacion y fauna nativa, acelerar el proceso de sucesion ecoldgica y fomentar la capacidad de
autorregeneracion del ecosistema para asegurar su sostenibilidad a largo plazo. En esencia, la restauracion busca
fortalecer la resiliencia del ecosistema, es decir, su capacidad de mantener su estructura, composicion de especies
y procesos ecoldgicos en respuesta a cambios ambientales, al tiempo que se integra de manera armoniosa en un
paisaje mas amplio y se adapta a su entorno (MMA, s.f.).

Santuario de la Naturaleza: Sitios terrestres o marinos que ofrecen posibilidades especiales para estudios e
investigaciones geoldgicas, paleontoldgicas, zooldgicas, botdnicas o de ecologia, o que posean formaciones

naturales, cuya conservacion sea de interés para la ciencia o para el Estado.

Servicios Ecosistémicos: Contribucion directa o indirecta de los ecosistemas al bienestar humano (MMA, 2020).

vii
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1 INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

La restauracion ecoldgica ha emergido como una herramienta fundamental para contrarrestar la degradacidon
ambiental y la pérdida de biodiversidad en todo el mundo (Gonzélez et al., 2024). Ante la presidon continua de
actividades humanas, como la urbanizacién, la deforestacion y la contaminacién, muchos ecosistemas naturales se
han visto comprometidos, lo que resulta en la pérdida de habitats, la disminucién de especies, la alteracién de
procesos ecoldgicos cruciales, entre otros. Asi pues, esta disciplina busca revertir los impactos negativos de dichas
actividades, promoviendo la recuperacion de ecosistemas saludables y funcionales (Murcia & Guariguata, 2014).

La restauracion ecoldgica implica una intervencion deliberada en ecosistemas que se han degradado, dafado o
destruido, para restablecer procesos ecoldgicos, mejorar la biodiversidad y recuperar sus funciones naturales
histéricas (SER, 2004). Ademas de su importancia en términos de conservacién de la biodiversidad, la restauracion
también puede tener beneficios significativos para las comunidades humanas al proporcionar mejoras en la calidad
del aire y agua, servicios ecosistémicos valiosos, nuevas oportunidades econdmicas, suelos mas fértiles y mayor
proteccidn contra amenazas naturales (Gonzalez et al., 2024), por nombrar algunos.

Por su parte, la biodiversidad de Chile, en cuanto a la diversidad de paisajes, ecosistemas y especies presenta un
alto endemismo, que se expresa en diversos ambientes, bajo multiples condiciones climaticas y geograficas, desde
las mas inhdspitas para el ser humano, hasta las mas abundantes y generosas en riquezas naturales (MMA, 2018).
Entre estos, los ecosistemas xéricos se caracterizan por su adaptacion a condiciones extremadamente secas por los
escasos recursos hidricos presentes en estos medios. Los ecosistemas adaptados a condiciones aridas y semiaridas
de Chile cubren mas del 45% de la superficie terrestre del pais, y albergan una gran diversidad biolégica adaptada a
condiciones extremas, incluyendo cactus, suculentas y otras plantas especializadas, lo cual es de alta utilidad
considerando el contexto climatico actual poblacién (Lozano et al., 2020).

Sin embargo, los ecosistemas xerofiticos son particularmente vulnerables a las perturbaciones ambientales, como,
por ejemplo, el cambio climatico y la creciente presidn sobre los recursos hidricos que amenazan estos ecosistemas
Unicos, especialmente en la zona central de Chile, donde se concentra la mayor parte de la poblacién (Lozano et al.,
2020). De hecho, uno de los ecosistemas mas degradados son las formaciones xerofiticas, donde mas del 20 % de
su superficie se encuentra degradada (Squeo et al. 2007). Las formaciones xerofiticas se encuentran constituidas
por especies autdctonas, preferentemente arbustivas o suculentas, y segun los modelos predictivos de cambio
climatico, serian uno de los sistemas mas sensibles y afectados por los procesos de desertificacion (Fardella, 2014).
La degradacion de suelos, la urbanizacion, la expansion agricola y el consecuente cambio de uso de los suelos, entre
otros, pueden tener impactos significativos en estas areas fragiles (Arriaga, 2009). Dada su importancia Unica y su
sensibilidad a los cambios, la restauracién ecoldgica en ecosistemas xerofiticos adquiere una relevancia crucial para
preservar su biodiversidad y su funcion ecoldgica. Ademds, la restauracion de estos ecosistemas puede
desempefiar un papel fundamental en la conservacién de especies en categorias criticas y en la proteccion de
nichos ecoldgicos Unicos tanto en Chile como en el mundo (Parra, 2020).

El estudio de los hongos micorricicos adquiere una importancia central en la busqueda de soluciones efectivas para
la restauracion ambiental de la flora xerofitica en ambientes desafiantes y considerando a su vez la emergencia
climatica que se atraviesa a nivel mundial. Estos hongos, que establecen relaciones simbidticas con las raices de las
plantas, poseen el potencial de marcar la diferencia en futuras propuestas de restauracion (Carillo et al., 2022). Su
papel como intermediarios en la captacion de nutrientes y la resistencia al estrés otorga a las plantas la capacidad
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de enfrentar las condiciones adversas inherentes a los ecosistemas xerofiticos. La comprensidén profunda de estas
asociaciones y su implementacién estratégica en proyectos de restauracién no solo podria mejorar la propagacién y
supervivencia de las especies de flora adaptadas a la aridez, sino también revitalizar la salud y la funcionalidad de
estos ecosistemas fragilizados (Becerril et al., 2022; Fajardo et al., 2011).

En esta direccidn, se despliega una oportunidad interesante de aprovechar la colaboracién simbidtica de hongos y
plantas en pos de la recuperacidon y conservacion de estos valiosos entornos. Asi pues, la identificacion de las
especies de hongos micorricicos asociadas a la flora xerofitica en los Acantilados Federico Santa Maria constituye
una base para investigaciones futuras mas exhaustivas. Este es un primer paso esencial, pues al conocer con las
posibles especies de hongos involucradas en estas interacciones simbidticas, se sentaran los cimientos para
comprender sus roles especificos y sus contribuciones a la adaptacion y resiliencia de las plantas en entornos
xerofiticos. Esta informacién no solo enriquecerd la comprension de la complejidad de estos ecosistemas, sino que
también dirigira la atencién hacia posibilidades concretas de aplicaciéon en futuras estrategias de restauracion
ambiental.

1.2 ANTECEDENTES DEL LUGAR DE ESTUDIO

En la localidad de Laguna verde, Region de Valparaiso, se encuentran los Acantilados Federico Santa Maria. Estos
acantilados junto al resto del Fundo Quebrada Verde fueron donados en 1915 al Estado por la Junta de
Beneficencia de Valparaiso. Esta obra fue promovida por don Federico Santa Maria, empresario chileno, filantropo
y benefactor de la Universidad que lleva su nombre. Se pensaba en esta época proyectar un gran parque de
descanso y recreacidn ciudadana. Tal proyecto no se concretd y los terrenos pasaron por propiedad de diversos
organismos publicos, siendo el ultimo el Fondo Nacional de Salud (FONASA), dependiente del Ministerio de Salud
(Consejo de Monumentos Nacionales, s.f.).

Durante el gobierno de Michelle Bachelet, el dia 30 de mayo del 2006, el ministro de educacién Martin Zilic Hrepic,
firma el Decreto N°699, en donde se declara como Santuario de la Naturaleza los Acantilados Federico Santa Maria
protegidos por la Ley 17.288 de Monumentos Nacionales, ubicados en la localidad de Laguna Verde, comuna y
Provincia de Valparaiso, region de Valparaiso, considerando lo siguiente:

1.2.1 Singularidad del area desde el punto de vista de la flora de categoria
Escasas, Vulnerables y Raras.

El area constituye un refugio de especies de ambientes mas himedos como Yerba del Pasmo (Francoa
eppendiculata), Lun (Escallonia resoluta); de ambientes precordilleranos como Oreganillo (Viviana crenata),
Menonvillea linearis; de especies exclusivas de ambientes costeros como: Pircin (Anisomeria litoralis), Pata de
Guanaco (Cistanthe grandiflora), Salicornia fruticosa, Achupalla (Eryngium Paniculatum), Ochagavia litoralis,
Orquidea del Campo (Bipinnula fimbriata), Quisquito rosado (Eriosyce subgibbosa), Quisco costero (Leucostele
litoralis), Lirio de Campo (Alstromeria peregrina). Es, ademas, el limite sur de distribucidon de las especies Tupa
(Lobelia polyphilla) y el limite norte de distribuciéon de Pasmo y Menonvillea linearis var. Virgata (Decreto N°699,
2006).

A su vez, corresponde a una zona de concentracién de especies con problemas de conservacion a nivel nacional
segun el Libro Rojo de CONAF (Decreto N°699, 2006), como se indica:




Propuesta de hongos micorricicos asociados a la flora xerofitica de los AFSM de Valparaiso
INTRODUCCION

1.2.1.1 Escasas

Centella (Anemone decapellata), Tabaco Cimarrdn (Salpiglossis sinuata), Flor del Minero (Centaurea chilensis),
Cheilante (Cheilantes hypoleuca), Lun, Orquidea (Gavilea longibracteata), Orquidea del Monte (Chloraea cristata) y
Orquidea Gavilu (Chloraea gavilu) (Decreto N°699, 2006).

1.2.1.2 Vulnerables

Quisco Costero, Orquidea del Campo (Chloraea disioides), Orquidea del Monte, Violeta o Tahay (Calydorea
xiphioides), Afiafiuca (Phycella bicolor), Culantrillo (Adiantum excisum), Chagual o Carddn (Puya berteroniana, Puya
chilensis), Lirio del Campo, Papayo Silvestre (Carica chilensis) y Licumo chileno (Pouteria splendens) (Decreto
N°699, 2006).

1.2.1.3 Raras
Arraydn de Hoja Roja (Myrceugenia rufa), Petrillo (Myrceugenia correaefolia) y Huillipatagua o Naranijillo (Citronella
mucronata) (Decreto N°699, 2006).

1.2.2 Singularidad desde el punto de vista de la fauna, como un refugio de
especies amenazadas.

El drea constituye un refugio de especies amenazadas, tales como Coipo (Myocastor coypus), Zorro Chilla
(Pseudalopez griseus), Degu (Octodon degus), Culebra de Cola Larga (Phylodrias tachymenoides), todas catalogadas
como Vulnerables; y Chungungo (Lontra felina), Guifia (Oncifelis guigna) y Torcaza (Columba araucana),
catalogadas como En Peligro. Asimismo, el lugar presenta una gran riqueza y cantidad de aves Passeriformes como
Chincol (Zonotrichia capensis), Chiriglie (Sicalis luteola), Comesebo (Pygarrhichas albogularis), Diuca (Diuca diuca) y
Semillero (Catanemia anales) (Decreto N°699, 2006).

1.2.3 Importancia desde el punto de vista de la conservacién de la
biodiversidad, como sitio prioritario de conservacion

Se trata de un lugar de importancia para la conservacién de la biodiversidad, segun el Libro Rojo de los Sitios
Prioritarios para la Conservacién de la Diversidad Bioldgica en Chile y definido como sitio prioritario para la
conservacion de la biodiversidad en la region de Valparaiso, de acuerdo a la Estrategia Nacional para la
Conservacion de la Biodiversidad (Decreto N°699, 2006).

1.2.4 Valores complementarios

En el decreto se proyecta que los AFSM poseen un gran futuro para el uso recreativo, social y cultural, permiten el
desarrollo del turismo y contienen un importante potencial para la investigacion cientifica (Decreto N°699, 2006).

Asi pues, el conjunto de todas estas caracteristicas convierte a los Acantilados Federico Santa Maria en un hotspot
de la biodiversidad a nivel regional y también mundial, es decir, concentran un alto endemismo (especies de flora 'y
fauna que solamente existen en este lugar del planeta (Leyton, 2022). Sin embargo, en cuanto a la diversidad
fungica alli presente, no existen estudios o investigaciones al respecto y, por ende, tampoco sobre los hongos
micorricicos asociados a la flora xerofitica existente.
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1.3 ASOCIACIONES XEROFITICAS PRESENTES EN LOS AFSM

En cuanto a la flora de interés presente en los AFSM, se tiene que, el santuario esta formado por un complejo de
quebradas y acantilados donde crecen varios tipos de comunidades de vegetacién. Se reconocen, tanto matorrales
xerofiticos, principalmente en sus laderas, como bosques escleréfilos o higrofilos en los fondos de las quebradas.

De las 5 asociaciones identificadas 3 se conforman por especies de flora xerofitica, las cuales son las siguientes:
1. Asociacion de Adesmia confusa - Colliguaja odorifera. (Matorral costero alto de espinillo y colliguay):

Esta es una asociacién de tipo matorral dominada por arbustos como Colliguaja odorifera, Adesmia
confusa y Flourensia thurifera, donde participan suculentas como Trichocereus ssp. litoralis y la bromelidcea Puya
chilensis. También aparece entre las dominantes la graminea bambusoide (Chusquea cumingii). En el estrato
herbaceo abundan Nassella chilensis, Adiantum thalictroides var. hirsutum; acompanados por especies arbéreas
achaparradas como bajas como Lithraea caustica (forma achaparrada), Escallonia pulverulenta; arbustos
como Lobelia polyphylla, Baccharis vernalis; y hierbas como Phycella cyrtanthoides y Dichondra sericea (Ramirez &
Villasefior, 2016).

2. Asociacién de Retanilla ephedra - Chusquea cumingii (Matorral costero alto de retamilla y colihue):

Matorral formado por arbustos altos; las especies caracteristicas son Retanilla ephedra y Chusquea cumingii; las
acompafantes, Bahia ambrosioides, Lobelia pollyphyla, Eryngium paniculatum y Caceolaria corymbosa. Puya
chilensis, Kageneckia oblonga y Adiantum thalictroides var. hirsutum, son especies electivas. Es una comunidad con
una alta cobertura de arbustos, entre el 90% y 100%, y con alturas de entre 2 y 3,5 m. El estrato herbdceo es pobre,
con Alstroemeria angustifolia, Alstroemeria marticorenae, Pasithea coeruleay Tecophilaea violifloray con baja
cobertura. la asociacion se distribuye en las laderas de exposicidén sur y suroeste, en terrenos con pendientes
fuertes. La mayor parte de las especies tiene un caracter de tipo xeromorfico y algunas son escleréfilas (Ramirez &
Villasefior, 2016).

3. Asociacidn de Puya bertoniana - Trichocereus chiloensis ssp. Litoralis (Puyal con suculentas, variante con quisco
del litoral).

Comunidad xerodfila bien desarrollada en las laderas de exposiciéon norte donde Puya berteroniana la especie
dominante le confiere un aspecto y color caracteristicos. En esta variante litoral destacan especies litorales xeroéfilas
como Trichocereus chiloensis ssp. litoralis, Neoporteria subgibbosa, Adesmia microphylla, acompanados por
algunas especies esclerofilas en las partes altas de los acantilados, el resto de la composicion floristica es similar a la
del Puya-Trichocereetum chilensis clasico que se encuentra en las laderas de exposicién norte de la zona central,
hasta los 800 m de altitud (Ramirez & Villasefor, 2016).
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1.4 BREVE DESCRIPCION DE LAS PLANTAS DE ESTUDIO

1.4.1 Achupalla (Eryngium paniculatum)

Especie perenne, arbustiva de hasta 50 [cm] de altura por 50 [cm] de didmetro con hojas en roseta basal, tallo
floral de hasta 1,50 [m] de altura, flores blancas, florece en primavera, sus frutos maduran en verano.
Perteneciente a la familia de las Apiaceas, nativa de Chile, se distribuye desde la IV a la V regidn, principalmente en
laderas de exposicion norte, en suelos degradados, secos con roquerios o planicies (Riedemann & Aldunate, 2014).

1.4.2 Pata de guanaco (Cistanthe grandiflora)

Especie bianual o perenne, herbacea de tamano variado, en la costa florece todo el afio y en el interior durante la
primavera, sus flores son de color rosado-fucsia con varas florales de hasta 50 [cm] de altura, hojas carnudas y
ovaladas. Pertenece a la familia de las Montiaceas, endémica de Chile, se distribuye desde la IV a la VIl regidn, en
zonas costeras rocosas a orillas del mar hasta el interior en zonas precordilleranas, generalmente en laderas bajas a
pleno sol (Riedemann & Aldunate, 2014).

1.4.3 Vinagrillo (Oxalis megalorrhiza)

Herbdacea perenne de hasta 20 [cm] de altura, con raiz reservante, hojas trifoliadas carnosas con inflorescencias
amarrillas, pentameras. Florece de mediados de invierno a mediados de primavera. Endémica de Chile, se
distribuye desde la | a la VIII regidn por el litoral (Riedemann & Aldunate, 2014).

1.4.4 Quisquito rosado (Eriosyce subgibbosa)

Cactacea de cuerpo globular inclinado hacia el norte, de longitudes variadas hasta 1 [m] de altura por 50 [cm] de
diametro. Florece desde fines de invierno hasta el verano, en corona con muchas flores tubulares rosadas con
tonos blanco-amarillento, el fruto es una vaina rojiza, hueca cuando esté maduro en otofio. Endémico de Chile, se
distribuyes desde la Ill a la VIII regidn por el litoral (Riedemann & Aldunate, 2014).

1.4.5 Quisquito rojo (Eriosyce curvispina)

Cactacea de cuerpo globoso hasta 30 [cm] de altura por 30 [cm] de didametro, florece en primavera y verano, flores
rojas con borde y centros amarillos, su fruto una vaina rojiza que al madurar queda hueca, semillas sueltas en el
interior, madura en otofio. endémico de Chile, se distribuyes desde la Ill a la VI regién, con subespecies y
variedades que crecen desde la Cordillera de Los Andes hasta el litoral (Riedemann & Aldunate, 2014).

1.4.6 Quisco costero (Leucostele litoralis)

Cactacea columnar, alcanza hasta los 2 [m] de altura por 1,5 [m] de didmetro, se ramifica desde la base, tallos
rastreros y erguidos hacia el apice, florece en primavera con flores blancas tubulares cercanas al apice, su fruto es
una baya verde. Es endémica de Chile y crece en el litoral desde la IV a la VI regidn (Riedemann & Aldunate, 2014).
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1.4.7 Chagual (Puya chilensis)

Perenne, pertenece a la familia de las Bromelidceas con hojas en roseta basal, alcanza hasta 5 [m] de altura,
incluyendo la inflorescencia que crece en espiga compuesta densa con multiples flores de color verde de 5 a 7 [cm]
de largo, florece en primavera, el fruto maduro es una capsula con 3 valvas, con numerosas semillas dentro que al
secarse se abren y son dispersadas por el viento. Es endémica de Chile y crece desde la IV a la VIII regidn, en laderas
asoleadas de cerros de la Cordillera De La Costa, sobre acantilados o planicies costeras (Riedemann & Aldunate,
2014).

1.4.8 Puya (Puya berteroniana)

Perenne, pertenece a la familia de las Bromelidceas con hojas en roseta basal, alcanza hasta 5 [m] de altura,
inflorescencia numerosas y densas de color verdeazulado, floracién en primavera. Endémica de Chile se distribuye
desde la IV a la VIl regidn (Riedemann & Aldunate, 2014).
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2 PROBLEMA

La degradacion de los ecosistemas xerofitos en Chile plantea un desafio critico que demanda una atencién urgente
y estratégica. La interaccion compleja de multiples factores antropogénicos y ambientales ha conducido a una
disminucion alarmante en la resiliencia y funcionalidad de dichos entornos naturales. Los cambios de usos de suelo,
motivados por la constante urbanizacion y la expansion agricola, han desencadenado una fragmentacién y un
deterioro significativo de habitats naturales, afectando de manera directa la integridad de los ecosistemas
xerofitos. Paralelamente, la recurrencia de incendios forestales devastadores, junto con la contaminacion
resultante de las actividades humanas y la falta de una inversidn adecuada en la conservacién de la biodiversidad
por parte del estado, han debilitado ain mas la capacidad de estos ecosistemas para resistir y recuperarse de las
presiones externas.

Estos desafios se ven agravados por el contexto global de emergencia climatica y la persistente sequia que ha
afectado a Chile desde ya mas de una década. La disminucion de las precipitaciones y el aumento de las
temperaturas han exacerbado la fragilidad inherente de estos ecosistemas adaptados a condiciones aridas y
semiaridas, poniendo en peligro la supervivencia de sus especies endémicas o nativas y la estabilidad de los
sistemas naturales. Pese a sus adaptaciones frente a las condiciones arida, la falta de agua y la sequia persistente
han impactado negativamente estos ecosistemas, debilitando la capacidad que poseen para mantener su equilibrio
ecoldgico y proporcionar servicios ecosistémicos de importancia para la vida humana y la salud del planeta en su
conjunto.

Ante este complejo panorama, se hace evidente la urgente necesidad de implementar estrategias efectivas de
conservacion y restauraciéon ambiental que permitan contrarrestar la degradacion acelerada de los ecosistemas
xerofitos y garantizar la preservacion a largo plazo de la biodiversidad uUnica que albergan. La proteccion vy
rehabilitacion de estos entornos naturales no solo son fundamentales para mantener la salud y la resiliencia de los
ecosistemas locales, sino que también desempefian un papel crucial en la mitigacidon de los impactos del cambio
climatico y la sequia, contribuyendo asi a la adaptacidn y sostenibilidad de las comunidades locales y al bienestar
general del planeta.
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3 OBIJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Proponer especies de hongos micorricicos arbusculares asociados a especies de flora xerofitica presentes en los
Acantilados Federico Santa Maria de Laguna Verde en la regidon de Valparaiso, para ser utilizados en futuros
procesos de restauracion ecoldgica de ecosistemas xerofiticos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cultivar hongos micorricicos arbusculares a partir de muestras recolectadas de raices de especies de flora
xerofitica presentes en los Acantilados Federico Santa Maria.

2. Identificar las especies de hongos micorricicos arbusculares asociados a las muestras de raices
recolectadas mediante técnicas de biologia molecular.

3. Seleccionar especies de HMA mediante dos criterios: la abundancia relativa de cada potencial especie de
HMA y la velocidad de crecimiento de cada una de éstas en el medio de cultivo sdlido.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 DESCRIPCION DEL LUGAR DE ESTUDIO

El Santuario de la Naturaleza Acantilados Federico Santa Maria, se encuentra al sur de la comuna de Valparaiso, en
la localidad de Laguna Verde. Este sitio estd formado por un acantilado rocoso que se levanta verticalmente junto a
la linea de costa, alcanzando una altura de 300 m.s.n.m. Debido a la dificil accesibilidad de la pared rocosa, se
convierte en un refugio aislado que alberga diversas especies de flora y fauna silvestre (Consejo de Monumentos

Nacionales, s.f.), parte de los acantilados puede apreciarse en la figura 4.1 que sigue:

Figura 4.1: Imagen referencial de los Acantilados Federico Santa Maria.
Fuente: https://www.mhnv.gob.cl/cartelera/estudio-floristico-y-vegetacional-de-los-acantilados-federico-santa-

maria

La ubicacién geografica referencial de los AFSM en coordenadas UTM con datum WGS1984 19H, se presenta en la
tabla 4.1 que estd a continuacion:

Tabla 4.1: Coordenadas geograficas referenciales en UTM (19H) de los Acantilados Federico Santa Maria.

Coordenada Norte Coordenada Este

6337720,80 251961,60



https://www.mhnv.gob.cl/cartelera/estudio-floristico-y-vegetacional-de-los-acantilados-federico-santa-maria
https://www.mhnv.gob.cl/cartelera/estudio-floristico-y-vegetacional-de-los-acantilados-federico-santa-maria

Propuesta de hongos micorricicos asociados a la flora xerofitica de los AFSM de Valparaiso
MATERIALES Y METODOS

Se mencionan como coordenadas referenciales, puesto que dicha area protegida comprende una superficie
aproximada de 295,5 [ha], lo cual puede observarse en la figura 4.2 que sigue a continuacion:

Propuesta Santuario de la Naturaleza .@.
Acantilados Federico Santa Maria  sosewooe ame

252000 255000

LEYENDA

6342000
0002rE9

AREA: 295,4972 has.
PERIMETRO: 26, 68 Km.
DISTANCIA LINEAL: 8 Km.

6339000
0006EEY

6336000
0009E€9

Uso 19
Datum: SAT69

252000 255000

Figura 4.2: Mapa del Santuario de la Naturaleza Acantilados Federico Santa Maria.
Fuente: https://www.monumentos.gob.cl/sites/default/files/planos/00984 SN 05101 POp D699 2006.JPG
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4.2 DESCRIPCION DE LOS MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevd a cabo entre agosto del 2023 y junio del 2024. La parte practica se realizo
principalmente en las instalaciones del Laboratorio de Biodegradacion y Biodeterioro de Materiales (LBBM),
perteneciente al Laboratorio de Suelos y Materiales de la Escuela de Construccion Civil de la Universidad de
Valparaiso, a excepcion de la colecta de muestras, que se efectud en el Santuario de la Naturaleza Federico Santa
Maria.

4.2.1 Materiales y métodos asociados al primer objetivo especifico

4.2.1.1 Recoleccién del material biolégico

Dichas especies se seleccionaron, por ser parte de las formaciones xerofiticas que se encuentran en los AFSM,
también por su facilidad de acceso en cuanto a la recoleccién de sus raices, algunas por su estado de conservacion
y por no encontrarse mayormente estudiadas en cuanto a su asociacion con hongos micorricicos arbusculares en la
zona central de Chile.

4.2.1.1.1 Materiales

Los materiales que fueron requeridos para la colecta de muestras fueron los siguientes:

e Tubos Falcon estériles

e Termdmetro

e Guantes

e Tijeras de acero inoxidable

e Alcohol al 70%

e Rastrillo

e Dispositivo moévil con geolocalizacidn

e Rotuladory cinta de papel

e (Caja térmica de poliestireno expandido
e Bolsas de gel refrigerante

4.2.1.1.2 Método

Se recolectaron 2 muestras de cada una de las 8 especies durante dos visitas a tres sitios del santuario AFSM. El
método para la recoleccidon de las raices consistid en los siguientes pasos: primero, usando los guantes, se
desinfectaron con alcohol al 70% el rastrillo, las tijeras y las pinzas a utilizar. Luego, de cada individuo de las
especies seleccionadas, se extrajeron segmentos de aproximadamente 10 [cm] de la raiz, a una profundidad no
mayor a 20 [cm]. Estos segmentos se rotularon con una descripcidén que incluia la especie a la que correspondia, la
altura y temperatura a la que fue tomada la muestra. Posteriormente se almacenaron de inmediato en un tubo
Eppendorf y se conservaron en una caja térmica con geles de hielo para mantener las muestras a una temperatura
de alrededor de 4 [°C] hasta que fueran transportadas al laboratorio. Finalmente, se volvian a desinfectar los
materiales y se repetia el proceso para el resto de los individuos, procurando alterar lo menos posible el resto de
las raices de la planta e incorporando nuevamente el suelo removido en la superficie correspondiente.
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4.2.1.2 Cultivo de los hongos micorricicos arbusculares

Se debe considerar que para cada procedimiento se hizo uso de los elementos de proteccidn personal pertinentes y

que, a su vez, todos éstos se realizaron en condiciones estériles, a modo de evitar contaminacién de las muestras,

el laboratorio, hacia el personal, entre otros.

Tabla 4.3. Principales materiales y equipos utilizados en el cultivo de los HMA.

Materiales/Equipos

Descripcion

Imagen referencial

Autoclave

Esterilizar el medio de cultivo PDA
(Papa-Dextrosa-Agar) y todo el
material de laboratorio que se usara
en el proceso, para asegurar que
estén libres de cualquier
contaminacién microbiana.

El responsable del manejo de este
equipo fue Manuel Ortiz, que
cuenta con la certificacion de
competencia como Operador de
autoclave segun la autoridad
sanitaria mediante el registro N°
230522159 y  resolucion  N°
2305419198 del 29/08/2023
cumpliendo con los requisitos
establecidos en el DS N°10/2012.

Balanza de Precision

Medir con precision las cantidades
de reactivos necesarios para
preparar el medio de cultivo PDA,
asegurando la exactitud en las
proporciones y la calidad del medio.

Camara de Flujo Laminar

Proporcionar un ambiente estéril
durante la preparacion y vertido del
medio de cultivo PDA en las placas
Petri, asi como durante |la
inoculaciéon de las muestras para
evitar la contaminacion externa.
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Materiales/Equipos

Descripcion

Imagen referencial

Elementos de proteccidon
personal

Proteger al personal de laboratorio
de posibles riesgos bioldgicos y
quimicos. Incluyen guantes, batas,
mascarillas, entre otros.

Estufa

Secar y calentar los instrumentos y
materiales de laboratorio, como el
vidrio y los utensilios, asegurando
que estén libres de humedad antes
de su uso.

Incubadora

Mantener las placas Petri
inoculadas con las muestras de
HMA a unas condiciones constantes
para favorecer el crecimiento
optimo de los hongos.

Instrumental de Laboratorio

Herramientas necesarias para la
manipulacién de las muestras y el
medio de cultivo. Tales como:

e  Matraces

e mechero Bunsen

e  Vasos de precipitado

e Indicador Quimico de

Esterilizacion

e Tubos Eppendorf

e  Parafilm

e Botellas de borosilicato

e Asas

e Sacabocado

e Piseta

e  Bisturi

e  Pinzas de metal
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Materiales/Equipos Descripcion Imagen referencial

Materiales de Oficina Sirven para documentar y etiquetar
las muestras y reactivos utilizados
durante el proceso. Dentro de los
cuales se destaca:

e Marcador permanente

e Tijeras

e Masking tape

e  Transportador

Placas Petri Plasticas Proveen un espacio adecuado vy
estéril para el crecimiento de los
hongos en el medio de cultivo PDA.

Reactivos Quimicos Ingredientes necesarios para
preparar el medio de cultivo PDA y
otras soluciones requeridas en el
proceso de cultivo y aislamiento de
HMA, tales como:

e Agar

e  Extracto de levaduras

e Peptona

e Fosfato de potasio
(KH2PO4)

e Sulfato de magnesio
(MgSO04)

e Cloruro de calcio

(CaC|22H20)
e  Yoduro de potasio (KI)

e Sulfato de zinc
(ZnS0O4:7H,0)

e Acido bérico (HsBOs)

e Cloruro de cobalto

(CoCl,-6H,0)
e  Sulfato ferroso (FeSQO,)
e  Cloranfenicol
(C11H12CI2N20s)
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4.2.1.2.1 Preparacion del medio de cultivo sélido PDA

4.2.1.2.1.1 Materiales

Los materiales requeridos para la preparacién de 1 [L] del medio de cultivo sélido de Papa-Dextrosa-Agar (PDA)
fueron los siguientes:

e 200 [g] de papa

e 10 [g] de dextrosa

e 15[g] de agar

e 1[L] de agua destilada

Ahora bien, dado que los hongos micorricicos son simbiontes obligados y necesitan de una planta para poder
completar su ciclo de vida, es que se enriquecio el medio de cultivo PDA, con los siguientes reactivos:

e 1 [g] de extracto de levaduras

e 1 [g]de peptona

e 1,7 [g] de fosfato de potasio (KH,PO,)

e 0,5 [g] de sulfato de magnesio (MgSQ,)
e 0,4 [g] de cloruro de calcio (CaCl,-2H,0)
e 0,08 [g] de yoduro de potasio (KI)

e 0,08 [g] de sulfato de zinc (ZnS0O4-7H,0)
e 0,06 [g] de acido bdrico (HsBOs)

e 0,025 [g] de cloruro de cobalto (CoCl,-6H,0)
e 0,02 [g] de sulfato ferroso (FeSO,)

e 0,25 [g] de cloranfenicol (C11H12Cl2N20s)

4.2.1.2.1.2 Procedimiento

e Pelary cortar las papas en trozos pequefios.

e Hervir las papas en agua destilada hasta que estén blandas.

e  Filtrar el extracto de papa con gasa y ajustar el volumen a 1 litro.

e Afiadir la dextrosa, el agar y resto de reactivos (excepto el cloranfenicol) al extracto de papa.

e  Esterilizar la mezcla en autoclave a 121 [°C] durante 20 minutos y dejar enfriar.

e Incorporar el cloranfenicol cuando el extracto de papa alcance alrededor de 60 [°C] de temperatura.

e Verter el medio en placas de Petri bajo condiciones estériles (bajo la cdmara de flujo laminar, con el
mechero encendido e instrumental estéril) y dejar solidificar.

e Apartary conservar las placas a 4 [°C] en el refrigerador del laboratorio hasta su uso.

A modo de ilustracidn, se tiene en la figura 4.3, una representacién grafica de lo que se obtendria como producto
final de este procedimiento, medios de cultivo sdlido de PDA en placas Petri de plastico.
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Figura 4.3: Imagen referencial de las placas Petri con medio de cultivo PDA
Fuente: https://www.mycosfera.cl/collection/medios-de-cultivo?limit=9&with stock=0&order=id&way=ASC

4.2.1.2.2 Cultivo de los HMA

4.2.1.2.2.1 Preparacién de las placas Petri

e Dibujar una linea diametral en la base de las placas Petri, ésta la divide en dos secciones iguales. Una de
las secciones corresponde al compartimiento proximal, la cual se rotula con la sigla CP, que es donde se
deposita la raiz y, la otra seccion correspondiente al compartimiento distal, la cual se rotula con la sigla CD,
que solo contiene el medio de cultivo.

4.2.1.2.2.2 Preparacién de las muestras de raices

e \Verter la muestra en una placa y seleccionar las raices que se vean mas homogéneas y/o cuenten con
presencia de hongos.
e  Cortar con bisturi las raices en segmentos de aproximadamente 3 a 5 [cm].

4.2.1.2.2.3 Inoculacion

e Colocar uno o dos segmentos de raiz de cada muestra sobre el medio de cultivo en el compartimiento
proximal de la placa, lo mas cercano al borde de la placa del CP.

e Repetir el paso anterior con la misma muestra para obtener su duplicado.

e  Rotular con un marcador permanente y un trozo de cinta de papel, los datos relevantes de dicha muestra
tales como la especie, la fecha de inoculacion con la raiz, y el medio de cultivo utilizado.

e Sellar con doble papel Parafilm las placas.
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4.2.1.2.2.4 Incubacion

e Introducir las placas inoculadas y rotuladas a 20 [°C] y 60% de humedad en la incubadora.
e Observar y registrar el crecimiento de colonias fungicas diariamente durante al menos 5 dias habiles.

4.2.1.2.3 Aislamiento de HMA

4.2.1.2.3.1 Observacidén y seleccion de colonias

e Evaluar las colonias fungicas que crecen en las placas de PDA.
e Diferenciar las colonias basadas en la morfologia (color, forma y tamafio) y caracteristicas de crecimiento.

4.2.1.2.3.2 Subcultivo de colonias seleccionadas

e Transferir las colonias con caracteristicas distintivas a nuevas placas de PDA para obtener cultivos puros.
e Sacar un replique de cada colonia con la ayuda del sacabocado.

e  Utilizar un asa de inoculacidn estéril para transferir el fragmento de la colonia a una nueva placa con PDA.
e Incubar las placas de subcultivo a 20 [°C] y 60% de humedad y monitorear el crecimiento.

e Repetir el subcultivo si es necesario para asegurar un cultivo puro del hongo.

4.2.1.2.3.3 Almacenamiento

e Almacenar los cultivos puros en condiciones a 4 [°C] en el refrigerador para su posterior utilizacion.
4.2.1.2.4 Traspaso de los HMA aislados del medio de cultivo sélido a liquido.

La transferencia de los hongos micorricicos arbusculares (HMA) de un medio de cultivo sélido (PDA) a un medio
liquido (PD), es crucial para poder comenzar con el proceso de extraccion de material genético de los HMA, ya que,
facilita la manipulacién y recoleccién de la biomasa fungica y, ademas, la ausencia de agar en el medio liquido
elimina posibles interferencias en el proceso de extraccidon del material genético.

4.2.1.2.4.1 Materiales

e Alcohol al 70%

e  Bisturi esterilizado

e (Cdmara de flujo laminar

e Incubadora

e  Matraz Erlenmeyer esterilizado de 150 [ml].
e Mechero Bunsen

e Medio de cultivo liquido PD (sin agar).

e  Pinzas esterilizadas.

e Placas Petri con los hongos aislados y cultivados.
e Sacabocado

e Taponesde algoddn

e (Cinta de papel
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4.2.1.2.4.2 Procedimiento

Preparacion del Medio Liquido PD

e Se prepara 1000 ml de medio de cultivo PD siguiendo el procedimiento estandar, asegurandose de no
incluir el agar.

e Se esteriliza el medio liquido PD en la autoclave a 121 [°C] por 15-20 minutos.

e Sedeja enfriar a temperatura ambiente.

e Seafiade el cloranfenicol.

e Sesellala botella con Parafilm y se conserva en el refrigerador.

Preparacion de Réplicas del Hongo Aislado

e Se enciende el mechero Bunsen para crear una zona de trabajo estéril.
e Se abre cuidadosamente una placa Petri con el medio sélido PDA y el HMA aislado.
e Usando el sacabocado, se cortan 10 repliques por muestra.

Inoculaciéon en el Medio Liquido

e Se abre el matraz Erlenmeyer esterilizado, quitando cuidadosamente el tapdn, se flamea la boca de éste y
se vierten 100 [ml] del medio liquido PD en su interior.

e Con la ayuda del asa y/o las pinzas estériles se transfieren los 10 repliques del hongo aislado desde la placa
PDA al matraz con medio liquido y se vuelve a flamear la boca del matraz.

e Secierra el matraz con su tapon de algodén y Parafilm para evitar la entrada de contaminantes.

e Serotula con los datos correspondientes.

Incubacion
e Secoloca el matraz en la incubadora ajustada a 20 [°C] y 60% de humedad.
Monitoreo

e Serevisa periddicamente el matraz para observar el desarrollo del hongo en el medio liquido.
4.2.1.2.5 Filtracidn y secado de la masa fungica
4.2.1.2.5.1 Materiales:

e  Estufa ajustada a 45 [°C]

e Mechero Bunsen

e Papel aluminio perforado

e Pinzas

e  Placas Petri pequeiias de vidrio

e  Solucién de lavado (solucidn salina)
e Vaso de precipitado
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4.2.1.2.5.2 Métodos
Preparacion del Filtro

e Se toma un vaso de precipitado y se cubre la parte superior con papel aluminio, el cual con la ayuda de
una aguja estéril se perfora de manera que solo permita el paso del medio liquido, reteniendo la masa
fungica y las réplicas de agar.

e Se asegura el papel aluminio en su lugar para que no se desplace durante el proceso de vertido.

Filtracion del Medio Liquido y el Hongo

e Se vierte el contenido del matraz Erlenmeyer (medio liquido mas hongo) sobre el papel aluminio
perforado colocado en el vaso de precipitado.

e Se permite que el medio liquido pase a través del papel aluminio, quedando la masa fungica y las réplicas
de agar retenidas en el filtro.

Remocidn de Réplicas de Agar

e Con ayuda de pinzas esterilizadas, se retiran cuidadosamente las réplicas de agar del filtro, dejando
Unicamente la masa fungica.

e Sedesechan las réplicas de agar de manera apropiada en un contenedor de residuos bioldgicos.

Lavado de la Masa Flingica

e Se vierte una cantidad adecuada de solucién de lavado estéril sobre la masa fungica contenida en el filtro
de papel aluminio.

e Se agita suavemente para asegurar que la solucion de lavado pase a través de la masa flngica, removiendo
cualquier residuo del medio liquido.

e Seretira lo maximo posible del liquido residual permitiendo que drene a través del papel aluminio.

Secado de la Masa Fungica

e Setransfiere la masa fungica lavada a una placa Petri pequefia de vidrio utilizando pinzas.

e Se coloca la placa Petri con la masa fungica en una estufa ajustada a 45 [°C].

e Se deja secar durante al menos 48 horas, asegurandose de mantener la estufa a la temperatura constante
especificada.

Monitoreo y Almacenamiento

e Se verifica periddicamente la masa fungica durante el proceso de secado para asegurar que se mantengan
las condiciones adecuadas.

e Una vez transcurrido el tiempo de secado, se retira la placa Petri de la estufa y se deja enfriar a
temperatura ambiente.

e Lamasa fungica seca se almacena en condiciones apropiadas para su posterior uso.
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4.2.1.2.6 Molienda de la masa flingica
4.2.1.2.6.1 Materiales

e Mechero Bunsen

e Mortero de porcelana

e Mano de mortero de porcelana

e  Bisturi

e  Tubos Eppendorf

e Rotulador

e Placa Petri pequefia de vidrio con la masa flngica seca

4.2.1.2.6.2 Métodos
Transferencia de la Masa Fungica

e Se coloca la placa Petri pequefia de vidrio con la masa flungica seca sobre la superficie de trabajo.

e Con la ayuda de un bisturi, se desprende cuidadosamente la masa fungica seca de la placa Petri,
transfiriéndola al mortero de porcelana.

e Se asegura que toda la masa fungica, incluyendo los fragmentos pegados a la placa, se transfieran al
mortero de porcelana.

Molienda de la Masa Fungica

e Se utiliza la mano de mortero para moler la masa fungica, se aplica una presidn constante y movimientos
circulares para triturar la masa flungica hasta obtener un polvo fino y homogéneo.
e Se continla la molienda hasta que no queden grumos visibles y la consistencia del polvo sea uniforme.

Transferencia al Tubo Eppendorf

e Una vez obtenida la molienda fina, se transfiere cuidadosamente el polvo al tubo Eppendorf.
e Se utiliza una espatula estéril o la propia mano de mortero para facilitar la transferencia completa del
polvo al tubo.

Rotulado y Almacenamiento

e Se rotula el tubo Eppendorf con la identificacion adecuada, es decir, con el cédigo numérico asociado a la
especie.

e Seasegura que el tubo Eppendorf esté bien cerrado para evitar derrames o contaminaciones.

e Se almacena el tubo Eppendorf en condiciones apropiadas para su posterior uso.
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4.2.2 Materiales y métodos asociados al segundo objetivo especifico

4.2.2.1 Extraccion del ADN

Para la extraccion del ADN de los hongos se siguid un protocolo adaptado al cual se le realizaron ciertas

modificaciones a fin de mantener la integridad fisica y bioquimica del ADN, incrementar sus rangos de pureza y

concentracion (Ortiz, 2024), asi como también adecuarlo a los recursos disponibles en el laboratorio.

Los principales materiales y equipos que se utilizaron para la consecucién del segundo objetivo especifico de la
presente investigacion, que guarda relacion con la identificacion de las especies de hongos micorricicos asociados a

las especies de flora xérica presentes en el SNFSM, se observan en la tabla 4.4 que sigue:

Tabla 4.4. Principales materiales y equipos utilizados en la extracciéon del ADN de los HMA

Materiales/Equipos

Funcion

Imagen referencial

Autoclave

Esterilizar los materiales utilizados
en la extraccion del ADN, tales
como el medio de cultivo, los
matraces y entre otros
instrumentales de laboratorio,
eliminando cualquier
contaminacién microbioldgica.

Operador  responsable:  Manuel
Ortiz, via resolucion sanitaria
N° 2305419198 del 29/08/2023.

Balanza de Precision

Medir con precisidon la masa de los
reactivos quimicos necesarios para
la extraccion del ADN, asegurando
la exactitud en la preparacion de las
soluciones requeridas.

Camara de Electroforesis y
fuente de poder

Visualizar los fragmentos de ADN
obtenidos durante la extraccion,
mediante la técnica de
electroforesis. La fuente de poder
proporciona la corriente eléctrica
necesaria para mover los
fragmentos de ADN a través del gel
de agarosa.
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Materiales/Equipos

Funcion

Imagen referencial

Camara de Flujo Laminar

Proporcionar un ambiente estéril y
protegido
muestras de ADN, evitando la

para manipular las
contaminaciéon externa de los
materiales y reactivos utilizados en
la extraccion.

BlOBASE

e ——
| — == W,
< L, |
*
L
Centrifuga Separar los componentes de la
muestra de ADN, como proteinas y
otros materiales celulares, &
mediante la aplicacion de fuerza
centrifuga.
i

Elementos de proteccidon
personal

Proteger al personal de laboratorio
de posibles riesgos durante el
manejo de reactivos quimicos y
muestras

bioldgicas, incluyendo

guantes, batas, mascarillas, etc.

Instrumental de Laboratorio

Proporcionar herramientas

necesarias para realizar
procedimientos especificos durante
la extraccion del ADN, como
pipetas, tubos Eppendorf,
microcentrifugas, asas, pinzas, entre

otros.
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Materiales/Equipos

Funcion

Imagen referencial

Materiales de Oficina

Documentar y  etiquetar las
muestras y reactivos utilizados
durante el proceso de extraccion
del ADN.

Dentro de los cuales se destaca:
e Marcador permanente
e Tijeras
e Masking tape

Microscopio Optico -
Microscopio trinocular
Olimpus CX31

Permite observar y describir las
caracteristicas microscopicas de los
hongos, a partir de las cuales se
puede realizar una identificacion
preliminar de cada muestra aislada

Micropipetas

Medir con precision volumenes
pequeiios de los reactivos, durante
la preparacion de las soluciones

Porta y Cubreobjetos

Preparar las muestras de hongos
para su observacién microscopica y
evaluar su morfologia antes de la
extraccion del ADN
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Materiales/Equipos

Funcion

Imagen referencial

Puntas (1000ul, 200ul y 10ul)

Transferir volUmenes precisos de
liquidos durante la manipulacion de
muestras y reactivos en diferentes
escalas, segln las necesidades del
protocolo de extraccién del ADN

Reactivos Quimicos

Proporcionar  los  compuestos
quimicos necesarios para la lisis
celular, precipitacion de ADN vy
otras etapas del proceso de
extraccion del ADN. Por ejemplo:

o Buffer de lisis

e Cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1 v/v)

e Acetato de sodio 3M (pH
5.2)

e Isopropanol frio

e Alcohol absoluto al 70%

e Agua desionizada de alta
pureza (H20-MQ)

Termociclador

Realizar ciclos de temperatura
controlados durante la
amplificacién del ADN por PCR

Vortex

Mezclar 'y homogeneizar las
muestras de ADN con los reactivos,
promoviendo la eficiente lisis
celular y extraccion de ADN
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4.2.2.2 Protocolo de extraccion de ADN gendmico

La integridad fisica y bioquimica del ADN de los hongos micorricicos arbusculares, es crucial para obtener altos

niveles de pureza y concentracion (Ortiz, 2024). El siguiente protocolo, adaptado y modificado a partir de diversas

fuentes es una guia detallada para la extraccion de ADN gendmico de hongos micorricicos.

4.2.2.2.1 Materiales y reactivos

Tubos Eppendorf de 1,5 [ml]

Buffer de lisis (2% CTAB, 1% PVP, 50 mM EDTA pH 8.0, 100 mM Tris base pH 8.0, 500 mM NaCl)
Bafio termorregulado

Vértex

CTAB al 10%

Cloroformo-alcohol isoamilico (24:1 v/v)
Acetato de sodio 3M (pH 5.2)

Isopropanol frio

Alcohol absoluto al 70%

Termoblock

Agua desionizada de alta pureza (H20-MQ)

4.2.2.2.2 Procedimiento

10.

11.

12.

Precalentar el buffer de lisis a 65 [°C] en el bafio termorregulado.

Colocar de 50 a 100 [mg] de hongo micorricico en un tubo Eppendorf de 1,5 [ml], el cual fue previamente
molido en un mortero hasta obtener un polvo fino.

Adicionar 800 [ul] del buffer de lisis precalentado. Homogeneizar suavemente antes de que el contenido
se descongele completamente.

Homogeneizar y luego incubar a 90 [°C] durante 20 minutos en un bafio termorregulado, mezclando con
un vortex a los 10 minutos de iniciado el proceso.

Sacar las muestras del bafio y adicionar 100 [ul] de CTAB al 10%. Homogeneizar e incubar por otros 20
minutos a 65 [°C] en el bafio termorregulado.

Dejar enfriar la muestra a temperatura ambiente. Adicionar 0.5 volimenes de la mezcla de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1 v/v), homogeneizar y centrifugar a 13,000 rpm por 15 minutos.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 100 [ul] de acetato de sodio 3M (pH 5.2) y 0.5
voliumenes de la mezcla de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1 v/v). Homogeneizar y centrifugar a 13,000
rpm por 15 minutos a temperatura ambiente.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y adicionar 640 [ul] de isopropanol frio. Mezclar en vértex
incubar a 20 [°C] por 2 horas.

Centrifugar a 13,000 rpm por 21 minutos a temperatura ambiente.

Eliminar todo el liquido y preservar el precipitado. Agregar 350 [ul] de alcohol absoluto al 70% vy
centrifugar a 13,000 rpm por 5 minutos.

Eliminar todo el sobrenadante con cuidado de no perder el pellet (precipitado). Secar el pellet a 60 [°C] en
un termoblock durante 10 minutos.

Una vez seco, resuspender el pellet en 50 [uL] de H20-MQ. Conservar la muestra adecuadamente para su
posterior analisis.
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4.2.2.3 Técnicas de biologia molecular utilizadas

4.2.2.3.1 Electroforesis

4.2.2.3.1.1 Materiales y reactivos

Botella borosilicato de 100 [ml]
Vaso precipitado de 100 [ml]
Micropipetas de 2 [ul], 10[ul], 200 [ul] y 1000 [ul].
Placa orbital magnética

Camara de electroforesis horizontal
Balanza analitica

Agarosa

Buffer TAE 0.5X

Buffer de Carga

Marcador de DNA de100pb
GelRed®

Transiluminador

4.2.2.3.1.2 Preparacién del gel de agarosa

Para preparar 50 [ml] de gel de agarosa al 1%, se deben seguir los siguientes pasos:

Calentar 50 [ml] del buffer TAE 0,5X a 70 [°C] en el bafio termorregulado.
Pesar 0,5 [g] de agarosa.
Disolver la agarosa en los 50 [ml] del buffer TAE 0,5X previamente calentado.

Verter la solucién en una botella de borosilicato (o un matraz) en una placa magnética hasta obtener una

mezcla homogénea y traslucida, evitando la ebullicion violenta de la ésta.

Agregar 6 [ul] de GelRed® al gel de agarosa, mientras la solucidn de gel aun estd caliente y dejar que se

disuelva completamente en la mezcla.

Vaciar con cuidado la solucion caliente de agarosa/buffer en la bandeja de la cdmara, evitando formar

burbujas.

Colocar un peine en el extremo correspondiente de la bandeja antes de que el gel se solidifique, el peine

puede ser insertado por el lado que contiene 8 pozos o por el que contiene 16 pozos, dependiendo de la

cantidad de muestras a correr.
Dejar enfriar la mezcla hasta que el gel polimerice.

4.2.2.3.1.3 Carga de las muestras

Disponer 6 [pl] del marcador de peso molecular o ladder en el primer pocillo del gel.

Cargar 10 [pl] de las muestras de la extraccion de ADN con el buffer de carga, en cada uno de los

siguientes pocillos disponibles utilizando la micropipeta.
Disponer 10 [ul] del control positivo y negativo en los ultimos pocillos del gel.

Conectar la fuente de poder a la corriente eléctrica, luego configurar a 90 [V] y 45 o 60 minutos, para

iniciar la electroforesis.
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e Cuando termina de correr el gel, se retira de la cdmara y se procede a su observacién en un
transiluminador con luz ultravioleta estandar a 260-280 [nm] para el posterior andlisis de los resultados de
la extraccidn del DNA, y de este modo poder visualizar la integridad del ADN de cada muestra.

Notas adicionales:

El tiempo y voltaje de corrida del gel de agarosa dependera del objetivo especifico del analisis. Si el gel se corre
inicialmente para verificar la calidad del proceso de extraccidon del ADN, se recomienda un tiempo de 45 minutos a
90 [V]. En cambio, si la electroforesis se realiza para verificar la purificacion del material genético via PCR, el tiempo
recomendado es de 60 minutos a los mismos 90 [V]. Esto permite obtener resultados éptimos acorde a cada etapa
del analisis genético.

4.2.2.3.2 PCR

4.2.2.3.2.1 Materiales y equipos

e H.O-MQ

e Pipetas

e Puntas estériles

e Tubos Eppendorff de 1,5 [ml]
e Tubosde PCRde 0,2 [ml]

e Ldpiz o marcador

e  Vortex

e Termociclador

e Camara de Electroforesis

4.2.2.3.2.2 Procedimiento

Lo primero que se debe realizar es la Mezcla de Reaccion o el también conocido como MIX. Cada muestra debe

contener los siguientes componentes

o Buffer 10X -----------mmeeeeeee- 5 [uL]
e Oligo ITS1 (10uM) ------------ 2 [uL]
e Oligo ITS4 (10uM) ------------ 2 [pL]
e dNTP (10MM) -------mmmmmmmmee 1 [pL]
e MgClz2 (25mM) —------mmmmm- 0,3 [uL]
o Pag (S5U/pL) ---mmmmmemmeemeeeee 3 [uL]
e ADN molde --------mmmmmmmeeeeev 5 [uL]

Este MIX se debe aforar a un volumen final de 50 [uL] con H20-MQ. En este caso, se tiene un total de 13,3 [uL] del
MIX de reaccién y 5 [uL] del ADN molde de la muestra, por lo cual, se deben agregar 31,7 [uL] de H.0-MQ, tal como
se puede observar a continuacion:

13,3 [pL] (MIX) + 5 pL (ADN molde) + 31.7 [uL] (H20-MQ) / Volumen total = 50 [pL]

Asi pues, dependiendo de la cantidad de muestras a amplificar, sera la cantidad proporcional del MIX a preparar.
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Condiciones de amplificacion

Con respecto a las condiciones de amplificacion, se configurd el termociclador con los parametros contenidos en la
tabla 4.5 que sigue:

Tabla 4.5. Programa de amplificacidn configurado en el termociclador

Etapa del proceso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacidn 94°C 5 minutos 1
95°C 30 segundos
Amplificacion 59°C 30 segundos 45
72°C 45 segundos
Extension Final 72°C 10 minutos
Enfriamiento 4°C oo

Cabe mencionar que en cada serie de PCR se incluyeron controles positivos y negativos para validar las condiciones
de la amplificacidn y asi como también, para detectar posibles contaminaciones en los reactivos utilizados.

Finalmente, para detectar el producto de la PCR, se corre un gel de electroforesis siguiendo la metodologia
correspondiente. Posteriormente, se visualiza el gel en el transiluminador para observar la integridad y calidad del
ADN amplificado y se conservan a 4 [°C] las muestras que resulten con ADN integro.

4.2.2.4 Secuenciacion de las muestras

Los productos del PCR fueron enviados, para su andlisis mediante el servicio de secuenciacidon estandar de
MacroGen Inc, a Corea del Sur. Los primers designados que fueron utilizados en la amplificacién del ADN de cada
muestra, fueron ITS1 e ITS4, se enviaron las cadenas forward del segmento de ADN obtenido de cada muestra y la
secuenciacion fue realizada utilizando el secuenciador ABI 3730xI System.

Preparacion de las Muestras para el envio:

e Concentrar los productos de PCR en una cantidad adecuada, siguiendo las especificaciones proporcionadas
por el servicio de secuenciacién de MacroGen.
e Aliquotar el ADN extraido de cada muestra, en tubos Eppendorf estériles etiquetandolos claramente.

Envio de las Muestras

e Empaquetar los tubos con los productos de PCR en un contenedor apropiado para transporte
internacional, asegurandose de que estén bien protegidos.

e Incluir toda la documentacién requerida por MacroGen para la secuenciacion, detallando las muestras
enviadas y los primers utilizados.

Secuenciacion en MacroGen
e  Enviar las muestras a MacroGen en Corea del Sur.

e MacroGen llevara a cabo la secuenciacion utilizando el sistema ABI 3730xl, siguiendo sus procedimientos
estandar para la secuenciacidon de ADN.
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Recepcidn y revision de los resultados de la secuenciacion:

Recibir los resultados de secuenciacién de MacroGen, que incluirdn las secuencias de nucledtidos
obtenidas para cada muestra, y revisar que todas las muestras estén etiquetadas con sus respectivos
codigos. Ademas, comprobar que la cantidad total de muestras coincida con las enviadas y revisar otros
aspectos relevantes para asegurar la integridad de los datos.

4.2.2.5 Identificacion de las muestras

Este apartado tiene como objetivo identificar las especies de hongos micorricicos arbusculares (HMA) a partir de

los productos de PCR previamente obtenidos. Para ello, se emplea la base de datos de GenBank y herramientas

bioinformaticas. El proceso de identificaciéon inicia con la recepcion de los resultados de secuenciacion

proporcionados por MacroGen. Luego, se lleva a cabo el analisis y comparacion de las secuencias obtenidas con las

de referencia disponibles. Finalmente, se procede a la identificacién de las especies de HMA correspondientes,

garantizando una clasificacion taxondmica precisa.

4.2.2.5.1 Materiales

Acceso a la base de datos GenBank.

Herramientas bioinformaticas para el andlisis y comparacion de secuencias (por ejemplo, BLAST).
Resultados de secuenciacidén proporcionados por MacroGen.

Computadora con acceso a internet y software para analisis bioinformatico.

4.2.2.5.2 Métodos

4.2.2.5.2.1 Andlisis preliminar de secuencias

Importar las secuencias recibidas en un software de bioinformatica adecuado (por ejemplo, BioEdit o
Geneious).

Realizar una limpieza de las secuencias para eliminar cualquier base errénea o ambigua.

4.2.2.5.2.2 Comparacion con la base de datos GenBank

Acceder a la base de datos GenBank a través del sitio web del National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

Utilizar la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para comparar cada secuencia obtenida
con las secuencias disponibles en GenBank.

Registrar los resultados obtenidos para cada secuencia, prestando especial atencion a las coincidencias
mas significativas y a los puntajes de e-value y de identidad.

4.2.2.5.2.3 Alineacién de Secuencias

Seleccionar las secuencias de referencia mas relevantes y representativas de las especies candidatas
identificadas mediante BLAST.

Realizar una alineacion de multiples secuencias utilizando software como ClustalW o MUSCLE para
confirmar la similitud entre las secuencias obtenidas y las de referencia.
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e Revisar manualmente las alineaciones para asegurar una correspondencia precisa de pares de bases y
corregir cualquier discrepancia.

4.2.2.5.2.4 Interpretacion de los resultados

e Interpretar los resultados de la alineacidén y determinar la especie correspondiente para cada secuencia
obtenida, basandose en el porcentaje de identidad y la cobertura de la secuencia.
e Asignar una identificacién de especie a cada muestra secuenciada.

4.2.2.5.2.5 Verificacion y Validacién

e Validar la identificacién de las especies mediante la comparacidon con secuencias adicionales si es
necesario y utilizando analisis filogenéticos para corroborar la precision de las identificaciones.

e Documentar todo el proceso de identificacion, incluyendo los criterios utilizados para la asignacién de
especies y cualquier observacion relevante sobre la calidad de las secuencias.

4.2.2.6 ldentificacion via caracteristicas micro y macroscépicas

Por otro lado, a modo de contar con una identificacion preliminar de las especies de hongos, se realizaron
observaciones macro y microscépicas, con el objetivo de tener identificaciones parciales de las especies que no
puedan ser identificadas via secuenciacion.
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4.2.3 Materiales y métodos asociados al tercer objetivo especifico

En cuanto a la seleccidn de las especies se consideraron dos criterios, la abundancia de cada especie de hongo en
las placas cultivadas de las distintas especies y, por otro lado, la velocidad de crecimiento de cada una de estas

4.2.3.1 Materiales

e Placas Petri con las cepas de los hongos cultivados aislados
e (Camara fotografica

4.2.3.2 Métodos

4.2.3.2.1 Criterio 1: Abundancia Relativa

e Cuantificar el nimero de individuos de cada especie de hongo micorricico por cada especie de planta
muestreada.

e Determinar la abundancia relativa de cada especie de hongo micorricico en relacion con el total de
individuos presentes en todas las muestras de las raices.

4.2.3.2.2 Criterio 2: Velocidad de Crecimiento

e Determinar el nimero de dias que le toma a cada colonia de hongo aislado, el alcanzar el radio maximo de
la placa Petri.

4.2.3.2.3 Seleccidn de Especies
e Comparar la abundancia relativa y la velocidad de crecimiento de cada especie de hongo micorricico.

e Seleccionar las especies de hongos que presenten la mayor abundancia relativa y la mayor velocidad de
crecimiento, o aquellas que cumplan con un equilibrio éptimo entre ambos criterios.
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5 RESULTADOS

5.1 RESULTADOS ASOCIADOS AL PRIMER OBJETIVO ESPECIFICO

5.1.1 Ubicacidn y recoleccion de las muestras

Durante las dos visitas que se realizaron a los Acantilados Federico Santa Maria, se recolectaron dos muestras de
raices por cada individuo de las ocho especies de plantas xerofiticas en estudio.

En cuanto a las especies de flora xerofitica que se encontraron en los acantilados, se escogieron ocho especies, las
cuales se presentan junto a su nombre comun, nombre cientifico y estado de conservacion en la tabla 4.2 de a
continuacién:

Tabla 4.2: Especies de flora xerofitica presentes en los AFSM y su estado de conservacion.
Fuente: https://clasificacionespecies.mma.gob.cl

Nombre Nombre Categoria de Imagen referencial
comun cientifico conservacion
Achupalla Eryngiun No
paniculatum clasificada/evaluada
(NE)
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Imagen referencial

Nombre Nombre Categoria de
comun cientifico conservacion
Quisco Leucostele Vulnerable (VU)
costero litoralis

Quisquito Eriosyce Casi amenazada
rosado subgibbosa (NT)

Quisquito Eriosyce Casi amenazada

colorado curvispina (NT)
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Imagen referencial

Nombre Nombre Categoria de
comun cientifico conservacion
Pata de Cistanthe No
guanaco grandiflora clasificada/evaluada
(NE)
Vinagrillo Oxalis No
megalorrhiza clasificada/evaluada
(NE)
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Nombre Nombre Categoria de Imagen referencial
comun cientifico conservacion
Chagual Puya chilensis Vulnerable (VU)

Puya
berteroniana

Vulnerable (VU)

En la Tabla 5.1 se presenta la ubicaciéon de cada individuo, la altura a la que se encontraba la planta y la

temperatura del suelo del cual se extrajo la muestra:

Tabla 5.1: Ubicacién de las plantas de las cuales se recolectaron muestras de raiz en coordenadas en UTM (19H)

Especie Sitio de Ubicacion Altura Temperatura Fecha
recoleccion E N [msnm] [°C]
Eryngium Sitio 2 251940.544 | 6339713.305 193,0 15,7 01-09-23
paniculatum Sitio 2 251946.504 | 6339675.906 260,8 12,8 01-09-23
Leucostele Sitio 1 251678.954 | 6336839.52 251,3 15,8 27-08-23
litoralis Sitio 1 251731.087 | 6336922.062 222,1 19,2 27-08-23
Eriosyce Sitio 1 251701.055 | 6336896.981 235,8 19,5 27-08-23
subgibbosa Sitio 1 251542.099 | 6336947.317 243,6 20,2 27-08-23
Eriosyce Sitio 1 251890.127 | 6337170.756 263,5 22,2 27-08-23
curvispina Sitio 1 251891.151 | 6337173.588 263,9 20,4 27-08-23
Cistanthe Sitio 1 251731.041 | 6336916.48 223,4 22,2 27-08-23
grandiflora Sitio 1 251758.845 | 6336926.881 197,0 24,7 27-08-23
Oxalis Sitio 1 251884.272 | 6337163.218 257,4 18,1 27-08-23
megalorrhiza Sitio 1 251881.475 | 6337159.231 248,2 17,9 27-08-23
Sitio 1 251731.926 | 6336921.086 221,1 18,5 27-08-23
Puya chilensis —

Sitio 2 251949.517 | 6339220.987 184,2 15,1 01-09-23
Puya Sitio 2 251940.221 | 6339713.702 187,9 14,3 01-09-23
berteroniana Sitio 2 251935.412 | 6339713.019 190,1 13,5 01-09-23
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5.1.2 Cultivo y aislamiento de HMA

A partir de las raices recolectadas, se cultivaron los hongos micorricicos arbusculares (HMA) utilizando el medio de
cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). Se procesaron un total de 16 muestras, con dos muestras por cada una de las

ocho especies de plantas muestreadas y trabajadas en duplicados (a) y (b).

Durante la incubacién, se monitored el crecimiento de las colonias fungicas. Dependiendo de la presencia de una o
mas colonias distintas de hongos en las placas, se procedid a su aislamiento individual. Este proceso se repitio

varias veces hasta obtener cultivos puros.

De las muestras procesadas, se logrd cultivar y aislar un total de 49 potenciales especies de hongos micorricicos

arbusculares. Los cddigos para cada una de estas especies se presentan en la Tabla 5.2 que sigue a continuacion:

Tabla 5.2: Cédigos de identificacion para cada HMA aislado

Nro. ID

Cddigo de ID
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Nro. ID Codigo de ID
37 L.Litoralis 2 (a) [3] [1] [4]
38 L.Litoralis 2 (a) [3] [1] [3]

39 L.Litoralis 2 (b) [1]
40 C.Grand. 2 (a) [2]
41 E.Curvisp. 2 (a) [2] [1]
42 P.Chilensis 1 (b) [2] [1]
43 E.Curvisp. 1 (a) [1]

44 Vinagrillo 1 (a) [1] [1] [1]
45 Vinagrillo 1 (a) [1] [1] [2]

46 L.Litoralis 1 (a) [2] [1]
47 L.Litoralis 1 (b) [2] [1]
48 E.Subg. 1 (b) [1]

49 L.Litoralis 2 (a) [3] [1] [5]

Cabe recordar que los cultivos se llevaron a cabo en condiciones controladas. A medida que se iban desarrollando,
se observaron diferentes caracteristicas morfoldgicas de las colonias flingicas, como variaciones en color, textura y
forma de crecimiento, lo cual permitié clasificar los aislamientos preliminares. Durante el proceso de cultivo, se
observé que la mayoria de los hongos aislados presentaron un crecimiento significativo en un rango de 3-5 dias de
incubacién.

5.1.3 Registros fotograficos
5.1.3.1 Recoleccion de muestras en campo.
En el Anexo 2, se pueden encontrar algunos registros fotograficos de los individuos de plantas muestreados.

5.1.3.2 Inoculacidon de muestras en medio de cultivo

En la Figura 5.1, se pueden observar los resultados de la inoculacién de la muestra “L. Llitoralis 2” en el medio de

cultivo sélido PDA, donde la primera placa corresponde a la copia (a) y la segunda placa a la copia (b).
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Figura 5.1: Ejemplo de muestra en medio de cultivo PDA.

ST

o

Figura 5.2: Muestras de raices en medio de cultivo PDA.

5.1.3.3 Incubacidn de las colonias fungicas

La figura 5.3 muestra el crecimiento de hongos luego de dos semanas desde su inoculacion.

Figura 5.3: Ejemplos de colonias de hongos luego de dos semanas desde la inoculacién.
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5.2 RESULTADOS ASOCIADOS AL SEGUNDO OBJETIVO
ESPECIFICO

5.2.1 Resultados de las electroforesis

En las figuras de a continuacion, se presentan los resultados de las electroforesis asociadas a las muestras de las
cuales fue posible realizar la extraccién de su ADN:

Ext. DNA H-M 2024
LBBM
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5.2.2 Identificacion preliminar por caracteristicas morfolagicas

5.2.2.1 Placal




Propuesta de hongos micorricicos asociados a la flora xerofitica de los AFSM de Valparaiso
RESULTADOS

Figura 5.4: Placa 1 al microscopio, primera imagen a 10x y el resto a 40x.

Estas hifas llegan a cubrir todo el medio de cultivo, son colonias blancas, al alcanzar la madurez (cuarto dia)
comienzan a adquirir una tonalidad gris oscura (la tonalidad se debe al desarrollo de las estructuras de
reproduccién asexual, llamadas endosporas). Son vellosas, algodonosas y secas (Bonifaz, 2012).
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Figura 5.4: Placa 1, observacion macroscopica.

Caracteristicas:

Presenta un micelio macrosifonado (entre 5 - 10 [um]), hialino, cenocitico, en los puntos en donde se conectan los
esporangiéforos y los estolones que presentan, se forman rizoides (esta es una diferencia del género Absidia, en el
cual se desarrollan internodales). Los esporangioforos son largos y no se ramifican y culminan en esporangios de
gran tamafio (40 - 275 [um]), con esporangiosporas hialinas o ligeramente cafés. (Bonifaz, 2012; Larone, 2011).

Se observa a la izquierda, un rizoide en la base de los esporangidforos, los cuales a su vez culminan en columelas
libres de esporangiosporas. En la foto de la derecha se observa un esporangio, con una columela oval y gran

cantidad de esporangiosporas, Azul de algoddn Lactofenol, 40x.

De acuerdo a las caracteristicas anteriormente nombradas, en la tabla 5.3 se encuentra el menor orden taxonémico
al que podria pertenecer este hongo el cual seria su orden, el Glomerales.

Tabla 5.3. Identificacién preliminar placa 1.

Reino Division Orden Genero

Fungi Glomeromycetes Glomerales
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5.2.2.2 Placa4
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5.2.2.3 Placa6

. -
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Hifas alargadas entrecruzadas finas y tabicadas sin presencia de fibulas. Se puede observar la formaciéon de rizoides
caracteristicos de hongos micorricicos (imagen a 10X) con microscopio trinocular Olimpus CX31 LBBM-DC-ECC.

45



Propuesta de hongos micorricicos asociados a la flora xerofitica de los AFSM de Valparaiso
RESULTADOS

Olimpus CX31 LBBM-DC-ECC.

Se observa hifa aguzada la cual penetra en las raices de la planta (imagen a 40X) microscopio trinocular Olimpus
CX31 LBBM-DC-ECC.

En la imagen se puede observar el micelio formado por hifas ramificadas y tabicadas. En la imagen de la derecha se
observa un esporangio y en su base formacién de rizoides caracteristico de hongos micorricicos (imagen a 10X). A la
izquierda se observar una hifa alargada aguzada, la cual es la encargada de penetrar en la raiz del hospedoro.
(imagen 40X)

Reino Division Orden Genero

Fungi Glomeromycetes Glomerales
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5.2.2.4 Placa 38

Hifas filamentosas rojizas, mds o menos paralelas, tabicadas, ya que, presentan septos muy evidentes en el
microscopio. (imagen a 10X) microscopio trinocular Olimpus CX31 LBBM- DC- ECC. Placa 38
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-

Las hifas son muy finas, poco ramificadas, con tabiques desprovistos de fibulas con pigmento marrdén, se pueden
observar en el microscopio presencia de algunos basidios. (imagen a 40X) microscopio trinocular- Olimpus CX31
LBBM- DC- ECC. Placa 38
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Hifas filamentosas muy finas septadas, con presencia de basidios con extremidad redondeada. Basidios pequefios.
(imagen a 100X) microscopio trinocular- Olimpus CX31 LBBM- DC- ECC. Placa 38

Micelio presenta una estructura filamentosa y esta formado por hifas alargadas, paralelas y apretadas lo que da
consistencia a la estructura. (imagen a 40X) microscopio trinocular- Olimpus CX31 LBBM- DC- ECC. Placa 38.

= .

Reino Division Familia Genero

Fungi basidiomycota Suillus
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5.2.2.5 Placa 37

—
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En la superficie se pueden observar de esporas incoloras al microscopio, cilindricas y curvadas, con pequefas
vacuolas en su interior. .(imagen a 40X) microscopio trinocular- Olimpus CX31 LBBM- DC- ECC. Placa 37

Las hifas que forman el micelio son muy estrechas, retorcidas y ramificadas, de paredes finas y con tabiques
provistos de fibulas. Hifas, generativas, muy delgadas, entremezcladas y muy ramificadas que hacia la superficie
dan lugar a los basidios. (imagen a 40X) microscopio trinocular- Olimpus CX31 LBBM- DC- ECC. P
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Hifa tabicada con presencia de fibulas, se puede obserrvar un basidios en la superficie. .(imagen a 40X) microscopio
trinocular- Olimpus CX31 LBBM- DC- ECC. Placa 37

Reino Division Familia Genero

Fungi basidiomycota Cortinarius

Placas para caracterizacion microscépica.
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5.2.3 Identificacion molecular por secuenciacion

El total de muestras a las cuales fue posible realizar con éxito la extraccién del ADN fueron 21 muestras en total, las
cuales fueron enviadas siguiendo las recomendaciones del personal de MacroGen.
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Las muestras fueron enviadas de acuerdo a los siguientes cddigos, que se presentan en la tabla 5.3 que sigue:

Tabla 5.3: Codigos de muestras enviadas a secuenciar de HMA

Nro. ID de envio | Cédigo de ID
1 HM-1
2 HM-2
3 HM-3
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4 HM-4

5 HM-5

6 HM-6

7 HM-10
8 HM-12
9 HM-14
10 HM-16
11 HM-17
12 HM-20
13 HM-22
14 HM-23
15 HM-25
16 HM-26
17 HM-36
18 HM-39
19 HM-40
20 HM-41
21 HM-42
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5.3 RESULTADOS ASOCIADOS AL TERCER OBJETIVO ESPECIFICO

5.3.1 Especies con mayor abundancia relativa

De las 21 especies a las cuales fue posible extraer con éxito parte de su ADN, los cédigos asociados a las colonias
mas abundantes con respecto a la cantidad de individuos totales aislados corresponden a las placas 1, 4, 6, 10, 12,
14, 16, 25, 26 y 39.

5.3.2 Especies con mayor velocidad de crecimiento

A continuacién, se presentan los registros fotograficos del crecimiento de las placas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 12, 14, 16.
Donde el dia 0 corresponde al dia de inoculacién, el dia 1 luego de 24 horas de la inoculacidn y asi sucesivamente
hasta llegar a la colonizacidn total de cada placa.

ID Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
1 Sin registro
2 Sin registro
3 Sin registro
4 Sin registro
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ID Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
5 Sin registro
6 Sin registro
10 Sin registro, pues
coloniza por completo la
placa al 3er dia.
12 Sin registro, pues
coloniza por completo la
placa al 3er dia.
14 Sin registro, pues
coloniza por completo la
placa al 3er dia.
16 Sin registro, pues Sin registro

coloniza por completo
la placa al 2do dia.
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20

22

23

25

26

Dial

Dia 2

Dia3

Dia 4

Sin registro, pues
coloniza por completo la
placa al 3er dia.

Sin registro, pues
coloniza por completo la
placa al 3er dia.
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36

39

40

41

42

Dial

Dia 2

Dia3

Dia 4

Sin registro, pues
coloniza por completo la
placa al 3er dia.

Sin registro, pues
coloniza por completo la
placa al 3er dia.

Sin registro, pues
coloniza por completo la
placa al 3er dia.

Sin registro, pues
coloniza por completo la
placa al 3er dia.

Sin registro, pues
coloniza por completo la
placa al 3er dia.

Como se puede apreciar en la tabla la placa con ID 1 fue la Unica que al cuarto dia no habia sido colonizada por

completo, por ende, correspondid a la que mds tiempo le tomd colonizar la placa. Sin embargo, ya para el dia 7,

habia colonizado la placa, como se puede observar en la figura que sigue:
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Ahora bien, a partir de todo lo anterior es que se tiene que las especies que tienen una mejor velocidad de
crecimiento, es decir, a las cuales les toma menos tiempo alcanzar a colonizar la placa son las placas 6, 10, 12, 14,

16 ya que, al tercer dia ya habian colonizado por completo la placa. Luego les siguen las especies contenidas en las
placas:

91



Propuesta de hongos micorricicos asociados a la flora xerofitica de los AFSM de Valparaiso
DISCUSION

6 DISCUSION

6.1 PAPEL DE LOS HMA EN PROCESOS DE RESTAURACION
ECOLOGICA

Los hongos micorricicos arbusculares (HMA) juegan un papel fundamental en la restauracién de ecosistemas
degradados, ya que, influyen positivamente en el establecimiento y crecimiento de las plantas, pues la mayoria de
las especies vegetales estudiadas estan asociadas con los HMA, los cuales incrementan el desempefio de las plantas
al facilitar la absorcion de nutrientes y agua del suelo (Varela & Guadarrama, 2023)

La inoculacion de plantas con HMA nativos ha demostrado ser una estrategia efectiva para mejorar el éxito de los
proyectos de restauracion en diversos ecosistemas, destacan que la aplicacion de indculos de HMA en plantas
durante el establecimiento en el campo puede aumentar significativamente su supervivencia y crecimiento,
especialmente en condiciones de estrés (Barea et al., 2011).

6.2 RESTAURACION DE SUELOS DEGRADADOS

Los HMA juegan un papel crucial en la restauracion de suelos degradados, como los contaminados, mineros o
erosionados. Estos hongos tienen la capacidad de solubilizar y movilizar nutrientes del suelo, mejorando su
fertilidad y disponibilidad para las plantas.

En el caso de suelos contaminados, los HMA pueden secuestrar metales pesados y reducir su biodisponibilidad para
las plantas, disminuyendo asi los efectos toxicos. Ademas, la simbiosis con HMA mejora la estructura del suelo,
aumentando la agregacion de particulas y la retencién de agua, lo que favorece la recuperacion de suelos
erosionados.

Los hongos micorricicos, en particular el Glomus, han demostrado ser efectivos en la rehabilitacién de suelos
mineros, mejorando propiedades del suelo y estimulando el crecimiento de plantas (Quiroz-Mojica 2021). Estos
hongos también han sido utilizados en la restauracién ecoldgica, mostrando un impacto positivo en la recuperacién
de suelos y en el crecimiento de plantas (Cuenca 2011, Padilla 2004). Ademas, se ha observado que la interaccion
entre hongos micorricicos y la planta Tecoma stans puede promover el crecimiento y la capacidad de ganancia de
recursos de la planta, lo que sugiere un papel importante en la restauracién de suelos (Becerril-Navarrete 2022).

6.3 REFORESTACION Y AGRICULTURA SOSTENIBLE

Los HMA también tienen un gran potencial en proyectos de reforestacion y en el desarrollo de sistemas agricolas
sostenibles. La inoculacion de plantas forestales con HMA nativos puede acelerar el establecimiento y crecimiento
de las plantulas en vivero, mejorando su supervivencia y adaptacién al campo.

En agricultura, la utilizacion de HMA permite reducir el uso de fertilizantes quimicos y pesticidas, al mejorar la
absorcién de nutrientes por parte de las plantas y aumentar su resistencia a patdgenos y plagas. Esto contribuye a
la sostenibilidad de los sistemas agricolas y a la conservacién del medio ambiente.
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6.4 POTENCIAL DE LOS HMA EN CHILE Y LA ZONA CENTRAL

En Chile, y particularmente en la zona central, existe un gran potencial para la utilizacién de HMA en procesos de
restauracion ecoldgica. Estos ecosistemas presentan una alta diversidad de especies vegetales nativas que pueden
estar asociadas con HMA nativos, adaptados a las condiciones ambientales locales.

Sin embargo, el conocimiento sobre la diversidad y ecologia de los HMA en Chile aln es limitado. Es necesario
realizar mas investigaciones para caracterizar las comunidades de HMA presentes en diferentes ecosistemas y
evaluar su potencial en la restauraciéon. El desarrollo de tecnologias para la produccion de inéculos de HMA nativos
también es un aspecto clave para facilitar su aplicacién en proyectos de restauracion a gran escala.

6.5 PROYECCIONES

Al haber identificado y caracterizado una variedad de especies de hongos micorricicos arbusculares (HMA), futuras
investigaciones podran enfocarse en evaluar el efecto especifico de la inoculacion de estas especies de HMA en las
plantas xerofiticas. Estas evaluaciones permitiran determinar la efectividad de cada especie de hongo en la
promocion del crecimiento y la salud de las plantas, asi como en la mejora de la resiliencia de los ecosistemas.
Ademas, los resultados obtenidos en este trabajo de titulacion proporcionan un marco econédmico y metodoldgico
que puede ser replicado y mejorado en estudios posteriores, facilitando el disefio de experimentos a largo plazo
que analicen las interacciones planta-hongo en condiciones controladas y naturales.
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7 CONCLUSION

La presente investigacion logré cumplir con los objetivos especificos propuestos, proporcionando una base sélida
para el uso de hongos micorricicos arbusculares (HMA) en la restauracion ecoldgica de ecosistemas xerofiticos
costeros.

Se recolectaron y cultivaron con éxito HMA a partir de las raices de ocho especies de plantas xerofiticas del
Santuario de la Naturaleza Federico Santa Maria. El medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) permitié el
crecimiento y aislamiento de 49 potenciales especies de HMA, demostrando la efectividad del método de cultivo
utilizado.

Luego, mediante técnicas de biologia molecular y secuenciacion, se identificaron las especies de HMA aisladas, lo
cual permitié determinar su identidad taxondmica. Esta identificacién es crucial para entender las relaciones
ecoldgicas y funcionales de estos hongos en los ecosistemas xerofiticos costeros.

Las especies de HMA fueron evaluadas y seleccionadas en funcion de su abundancia relativa y velocidad de
crecimiento. Este proceso permitid identificar las especies mas prometedoras para ser utilizadas en futuros
procesos de restauracion ecoldgica, basandose en criterios de eficiencia y adaptabilidad.

En definitiva, la investigacia busco resaltar la importancia de los HMA en la restauracion de ecosistemas xerofiticos
costeros. A pesar de las limitaciones encontradas, como la imposibilidad de evaluar el efecto real de la inoculacidn
de los HMA en las plantas y las restricciones de tiempo, presupuesto y materiales, los resultados obtenidos son
prometedores. Estos hallazgos sientan las bases para futuras investigaciones y aplicaciones practicas en la
restauracion ecoldgica, destacando el potencial de los HMA para mejorar la resiliencia y sostenibilidad de los
ecosistemas afectados.
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9.1 ANEXO 1: PROTOCOLOS DE LABORATORIO

9.1.1 Protocolo PCR

LABORATORIO BIODETERIORO Y BIODEGRADACION DE MATERIALES (BBM).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Encargado Laboratorio BBM: Manuel Ortiz.

Universidad de Valparaiso

Objetivo:

Amplificacion de DNA extraido de muestras de Hongos de pudricién de maderas
Objetivo General:

Identificar la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Objetivos Especificos:
Realizar la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para Hongos de
pudricion de maderas

Componente para una reaccién en cadena (PCR) convencional
Visualizacién de PCR mediante electroforesis en gel

INTRODUCCION

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, polimerase chain reaction) se considera
una de las técnicas mas sensibles y especificas de las pruebas moleculares. En 1986, el
doctor Kary Mullis desarroll6 esta técnica en los laboratorios de CETUR Corporation, en
Estados Unidos, lo que le hizo ganador del premio Nobel en 1993. La idea se fundamento
en la necesidad de obtener un gran numero de copias de fragmentos especificos de &acido
desoxirribonucleico (DNA, deoxyribonucleic acid) de manera rapida y econdmica, los
cuales no podian obtenerse por otros métodos hasta ese momento. Esta técnica se basa
en una replicacion exponencial in vitro de una molécula de DNA genémico (JDNA) o DNA
complementario (cDNA), mediante ciclos repetidos, que constan de tres temperaturas. En
cada uno de los ciclos las moléculas se duplican hasta que los reactivos se agotan. La
longitud del producto amplificado la delimitan los iniciadores, también llamados primers u
oligonucledtidos, de cuyo disefio adecuado depende el éxito de la PCR. Los iniciadores
deben ser especificos, no formar estructuras secundarias ni hibridaciones inespecificas
entre ellos u otra parte de la cadena. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es,
sin lugar a dudas, la técnica mas importante y revolucionaria en biologia molecular,
debido a que permite obtener in vitro millones de copias de un fragmento de &cido
desoxirribonucleico (ADN) a partir de una sola molécula. La PCR se basa en la replicacién
celular en la que actuan varias proteinas para sintetizar dos nuevas hebras de ADN a
partir de otra que funciona como molde. La amplificacion in vitro de la PCR se apega a las
mismas reglas de la replicacién realizada en la célula; esta técnica se basa en una
secuencia que le sirve de molde y, por complementariedad, sintetiza la cadena
antiparalela. La sintesis de la cadena sigue la direccion 5'-3', ya que requiere de un
nucledtido con el extremo 3' libre que proporcione el grupo OH para la adicion del
siguiente nucleotido, con lo que se forma el enlace fosfodiéster.
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Para que se lleve a cabo la PCR se requiere una cadena de gDNA o cDNA que sirva de
molde, una enzima DNA polimerasa, cofactores necesarios para la actividad correcta de
la DNA polimerasa, desoxinucleétidos (dNTP) para la sintesis del producto de PCR y
oligonucleétidos o primers. Esta mezcla se coloca en un tubo en cual es llevado a un
equipo llamado termociclador.

Componentes de la reaccion de PCR

Para que se lleve a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa se requiere:

Una cadena molde ya sea de gDNA o cDNA q

Una enzima DNA polimerasa,

Mn+2 o Mg+2 necesarios como cofactores para la enzima,

dNTP o desoxinucledtidos

Oligonucledtidos o Primers para el inicio de la sintesis.

Estos reactivos se mezclan y se someten en el termociclador a los ciclos de
amplificacion.

FEFEFEFEF

COMPONENTES PARA UNA REACCION DE PCR

= T Molde
~ dsDNA o cDNA

Primers u oligonucleétidos

Enzima DNA polimerasa

' Cofactores (MgCl,)

N7 dNTP

Termociclador

Fuente: Adriana Maria Salazar Montes, Ana Soledad Sandoval Rodriguez,
Juan Socorro Armendariz Borunda: Biologia molecular. Fundamentos y
aplicaciones en las ciencias de la salud, 2e: www.accessmedicina.com
Derechos © McGraw-Hill Education. Derechos Reservados.
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Esquema convencional de un PCR

Generalmente, la PCR inicia con la desnaturalizacién o separacion de la doble hélice de
ADN mediante el calentamiento de la muestra a una temperatura entre 94 y 96 °C para
romper los puentes de hidrogeno que las unian, de esta manera cada cadena queda
como molde para la sintesis de una nueva cadena complementaria de ADN. Una vez
separadas las cadenas del ADN, se alinean los iniciadores a sitios especificos
complementarios de las cadenas sencillas de la region que se va a amplificar, para que
esto suceda se baja la temperatura entre 40 y 60 °C lo que permite la union (alineamiento)
de los iniciadores. Finalmente, se sintetiza una nueva cadena en sentido 5 a 3’ para lo
cual se incrementa la temperatura, por lo general a 72 °C, porque es la temperatura
optima a la cual la ADN polimerasa se une a los iniciadores y comienza la replicacion.
Estas tres etapas: 1) desnaturalizacién, 2) alineamiento y 3) extension del ADN, se repiten
sucesivamente, en cada nuevo ciclo se amplifica simultaneamente la region de interés de
las dos cadenas complementarias. Los productos generados aumentan su concentracién
de manera exponencial porque cada nueva copia sirve de molde en los ciclos
subsecuentes.

DNA de interés

>@\ e ./’"": \
& N\

EERIRERRERANIRNARN)

3
Desnaturalizacion l I5'C

s >

\

5 e
3

5
| et TTTPTTTTTTTTTTTTTTT
3 W

P D—
AR ARARAl

e 3

5

Extension

<

Fuente; Adriana Marie Selazac Mortes, Ana Soledad Sandovel Rodriguez, Jean Socomm Armenddnz Borunda: Melkogis molecudar, Fundamentos y aphcacenes
.com
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Inicio de la desnaturalizacion
Es necesaria una temperatura de 95°C para la desnaturalizacion de la doble cadena de
DNA, en el caso del DNA gendmico, o el rompimiento de estructuras secundarias, en el
cDNA. Esta temperatura se mantiene por 5 min al inicio de la PCR.
Ciclos de amplificacion
Un ciclo tipico de PCR convencional consta de las tres temperaturas siguientes:

e 95°C: desnaturalizacion por unos 30 segundos.

e 55a60°C: alineacion por 30 a 40 segundos.

e 72°C extension, segun la longitud del producto que se va amplificar, considerando

la adicién de 1 000 nucleétidos en 60 segundos.

Este ciclaje de temperatura se repite de forma continua por 30 a 35 ocasiones. Cada
temperatura cumple con una funcion especifica.
Desnaturalizacion
Se realiza a 95°C y tiene como objetivo desnaturalizar la doble cadena de DNA, lo que
permite el acceso de los primers a la cadena molde en sus secuencias complementarias.
Esta temperatura se mantiene por 30 segundos.
Alineacion
En esta fase, la temperatura se encuentra en un rango entre 55 y 65°C, en el cual la
mayoria de los iniciadores hibridan; asi, se genera la energia cinética necesaria para que
los iniciadores busquen en las cadenas de DNA su secuencia complementaria y formen
los puentes de hidrogeno con la cadena molde, dejando el extremo 3'OH disponible y listo
para la adicion de los nucleétidos consecutivos por la DNA polimerasa.
Extension
Se produce a la temperatura Optima para el funcionamiento de la DNA polimerasa
empleada, por lo que la temperatura para la PCR dependera de la enzima a utilizar. En el
caso de la Taq polimerasa, la temperatura éptima es de 72°C.
Amplificacion final
Una vez terminados los ciclos designados para la PCR, la reaccion se somete a un ciclo
mas de temperatura de extension (72°C) y se mantiene por 5 min, lo que permite que la
polimerasa termine la extension de los productos de PCR que quedaron incompletos.
Almacenamiento temporal
Durante la programacion de los ciclos de la PCR se programa también un ciclo final de
4°C por varias horas, lo que permite conservar los productos de PCR a baja temperatura
hasta que se retiren los tubos de reaccién del equipo evitando asi su posible degradacion.

Visualizacion del producto de PCR mediante electroforesis en gel.

La deteccion del producto de amplificacion mediante una electroforesis en gel de agarosa
se observa como una banda. La intensidad de la banda se considera proporcional a la
cantidad de producto amplificado y su longitud se verifica interpolando contra un marcador
de peso molecular comercial de longitudes conocidas.
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En este gel el carril marcado MPM corresponde al marcador de peso molecular de 1 kb
plus DNA ladder; los valores correspondientes a las bandas se observan en la columna pb
(pares de bases). La muestra corresponde a un producto de aproximadamente 300 pb,
como se puede apreciar en el carril de muestra.

1 2

Fuente: Adriana Maria Salazar Montes, Ana Soledad Sandoval Rodriguez, Juan Socorro Armendériz Borunda:
Biologia molecular. Fundamentos y aplicaciones en las clencias de la salud, 2e: www.accessmedicina.com
Derechos © McGraw-Hill Education. Derechos Reservados.

Practico Laboratorio (BBM)

Protocolo PCR Laboratorio BBM para hongos de pudricion de maderas
Materiales:

Pipetas

Puntas estériles

Tubos eppendorff de 1.5ml

Tubos de PCR de 0.2ml

Lapiz marcador

Guantes

Mascarilla

Equipos:

Vortex

Térmociclador
Camara Electroforesis
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PROTOCOLO PCR Hongos LBBM

Mezcla de Reaccién: (MIX)

Buffer 10X -5 pL
Oligo ITS1 (10uM) == 2 L
Oligo ITS4 (10uM) —--—--—- 2 L
dNTP (10MM) —ceeeeeeee. 1 L
MgClz (25MM) ———eeeeee 3 L
Paq (5U/uL) —-------m-—-— 0,3 pL
DNA molde --——-————— 5L
H20-MQ

Llevar todo a un volumen final de 50 pL, completando con H20-MQ

Ejemplo: 13,3 pL (MIX)+ 5 puL (DNA molde)+ 31.7 yL H20MQ / Vol. total=50 pL

Programa de amplificacion: Termociclador

Programa Temperatura Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion 94°C 5 minutos 1
95°C 30 segundos

Amplificacién 59°C 30 segundos 45
72°C 45 segundos

Extension Final 72°C 10 minutos 1

Enfriamiento 4°C o0 1
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9.1.2 Protocolo Electroforesis

| Universidad
J deValparaiso

LABORATORIO BIODETERIORO Y BIODEGRADACION DE MATERIALES (BBM).
EXTRACCION DNA
Encargado Laboratorio BBM: Manuel Ortiz.

Universidad de Valparaiso

Objetivo:

EXTRACCION DNA DE MICELIO DE HONGOS

Objetivo General:

Comprobacion integridad extraccion del ADN por electroforesis

Objetivos Especificos:

-Preparar gel de agarosa

-Cargar muestras en camara de electroforesis

-Visualizacion del gel con luz ultravioleta y analisis de resultados de la extraccion del DNA

INTRODUCCION

La electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida es una de las metodologias mas utilizadas en
el laboratorio en todo lo relacionado con el trabajo con &cidos nucleicos. Mediante la
electroforesis podemos separar fragmentos de ADN y ARN en funcidn de su tamano, visualizarlos
mediante una sencilla tincidn, y de ésta forma determinar el contenido de acidos nucleicos de una
muestra, teniendo una estimacion de su concentracion y grado de entereza. Podemos ademas
extraer del gel los fragmentos de ADN que sean de interés, para posteriormente utilizarlos en
diferentes aplicaciones. La electroforesis de ADN fue, y sigue siendo, una herramienta de
importancia primordial en el desarrollo de las técnicas del ADN recombinante o ingenieria
genética.

Electroforesis de ADN en Gel de Agarosa

La agarosa es un polimero lineal compuesto de residuos alternantes de D-galactosa y 3,6-anhidro-
L-galactosa unidos por enlaces glucosidicos a(1-3) y B(1-4). Las cadenas del polimero de agarosa
forman fibras helicoidales, que al solidificar forma una malla tridimensional de canales con
didmetros entre 50 y >200 nm (Kirkpatrick 1990). Existen diferentes tipos de agarosa que se
clasifican en funcion de la temperatura a la que se disuelven y solidifican. Las agarosas estandar se
disuelven en el buffer a una temperatura de 90-95°C y solidifican a 35-45°C. Las agarosas de bajo
punto de fusion se disuelven a unos 65°C y solidifican a 30-35°C. Existen ademas otros tipos, como
las agarosas de alta fuerza de gel o las de baja viscosidad, que permiten respectivamente una
mejor separacion y un rango inferior del tamafio de las moléculas a separar. La concentracion
(p/v) de la agarosa es un parametro de gran importancia pues determina el rango de tamafos en
los que obtendremos una buena separacion de los fragmentos de ADN. El gel se obtiene
disolviendo la agarosa en un buffer de TAE o TBE y se funde usando un microondas, hasta obtener
una solucidon homogénea y transparente. La disolucién se vacia en un molde y se coloca un peine
(el peine forma unos pozos donde se depositan las muestras). Se deja enfriar para polimerizar para
formar una matriz porosa variando el tamafio del poro segun la concentracion de agarosa
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contenida en la disolucién. Ademas, la migracidon de los fragmentos de ADN variaran dependiendo

del tamafio, conformacién molecular (lineal, circular, superenrollado), concentracién de la agarosa
en el gel, voltaje, direccion del campo eléctrico, presencia de colorantes afiadidos que se
intercalan en el ADN (como el bromuro de etidio y SYBR-green, Gelred) y de la composicion del
buffer en el gel.

Cuando el ADN se deposita en los pozos del gel debe mezclarse con un buffer de carga, este
permite:

1) aumentar la densidad de la muestra para depositarse en el fondo del pozo
2) teir la muestra para facilitar su carga dentro del gel
3) identificar la distancia recorrida por las muestras
Etapas de la técnica:

a) Obtencion de las muestras de ADN

b) Preparacion del gel de agarosa

c) Preparacion buffer electroforesis TAE 0.5X

d) Cargarlas muestras en gel

e) Corrida del gel

f)  Visualizacion del gel con luz ultravioleta y analisis de resultados
TRABAJO PRACTICO LABORATORIO (BBM)
Procedimiento Electroforesis Laboratorio (BBM)

Para preparar un gel de agarosa al 1% se debe pesar 1g de agarosa y este se disuelve en 100 mL de
buffer TAE 0.5 X. Caliente la mezcla contenida en una botella de borosilicato o matraz, en una
placa magnética hasta lograr una mezcla homogénea. NOTA: evite la ebullicién violenta de la
mezcla. Agregar tincion Gelred (GelRed- es un tinte de acido nucleico fluorescente sensible,
estable y ambientalmente seguro disefiado para reemplazar el bromuro de etidio (EtBr) altamente
toxico para tefir dsDNA, ssDNA o RNA en geles de agarosa o geles de poliacrilamida. GelRed- y
EtBr tienen practicamente los mismos espectros, por lo que puede reemplazar directamente EtBr
con GelRed- sin cambiar su sistema de imagen existente. Ademas, GelRed- es mucho mas sensible
que EtBr). Agregar 6 a 8 ul de gelred al gel de agarosa, se puede agregar mientras la solucion de gel
aun esta caliente. Posteriormente vacie con mucho cuidado la mezcla caliente de agarosa/buffer
evitando hacer burbujas y coloque un peine en un extremo de la bandeja de la camara. Se deja
enfriar hasta que polimeriza el gel. Se colocan 10 puL de muestras de la extraccion del ADN en cada
pocillo con buffer de carga. Se corre el gel a 90 volts por una hora. NOTA: el tiempo y el voltaje
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requerirdn de una estandarizacién. Se retira el gel y se procede a su Visualizacion en un
transiluminador con luz ultravioleta estandar a 260-280 nm para su analisis de resultados de la
extraccion del DNA.

Figura. Procedimiento Gel agarosa. Imagen: Albero Checa.

- Bandeja

Pared movil con
palanca de leva

Nivelador =

Pared fija -

Se gira la palanca
para suletar la
bandeja

& ) *Matraz con
= agarosa fundida

w if
Y

~ El gel polimeriza al
—_— enfriar la agarosa

Se coloca la bandeja con el
gel polimerizado, se coloca el ‘
buffer corrida y se cargan las
muestras

-

Se tapa y conecta a la fuente de
poder entre 70-100 V por 1h

Figura. Gel de agarosa para visualizar la integridad del ADN. Carril 1 marcador de peso molecular, carril 2y
3 vacios, carril 4 y 7 muestras con poca fragmentacion, carril 5 muestra fragmentada, carril 6 muestra
integra.
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Materiales

-Botella borosilicato de100m|

-Vaso precipitado de 100ml
-Micropipetas

-Placa orbital magnética

-Camara de electroforesis horizontal
-Guantes de latex

- Balanza analitica

Reactivos

-Agarosa

-Buffer TAE 0.5X

-Buffer de Carga

-Marcador de DNA de100pb
-Gelred

Referencias

Herramientas Moleculares Aplicadas en Ecologia: Aspectos Tedricos y Practicos. Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales (Semarnat).Instituto Nacional de Ecologia y Cambio
Climatico (INECC).Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa (UAM-I). Amelia Cornejo
Romero, Alejandra Serrato Diaz, Beatriz Renddén Aguilar, Martha Graciela Rocha Munive

(compiladoras)

L]

CHIL

Alberto Checa Rojas. (2017). Método: Gel de electroforesis Agarosa. 2022, Octubre 21,
Conogasi.org Sitio web: https://conogasi.org/articulos/metodo-gel-de-electroforesis-agarosa/

Protocolo Extraccion DNA. Laboratorio Biodeterioro y Biodegradacion Materiales (BMM)

Laboratorio Docencia. Escuela de Ingenieria en Construccion Civil. Universidad de Valparaiso

~_] Universidad
deValparaiso
e

107



Propuesta de hongos micorricicos asociados a la flora xerofitica de los AFSM de Valparaiso

ANEXOS

9.1.3 Protocolo de extraccion de ADN genomico - HMA

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE DNA ACIDOS NUCLEICO. EXTRACCION DNA GENOMICO

Hongos Micorricicos

Extraccion del ADN

Un buen método de extraccion debe mantener la integridad fisica y bioquimica del ADN e incrementar sus
rangos de pureza y concentracion (Sambrok et al. 2001). A continuacion, se presenta el protocolo utilizado
para esta tesis, propuesto por Miranda y Sandoval (2000), con modificaciones (P. Rocha, Cenipalma 2005).
Se incluyeron otras modificaciones utilizadas en un protocolo de extraccion de acidos nucleicos para
semillas y tejido vegetal (Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria, México 2017)
y de Marcadores Moleculares y Extraccion DNA (Velasco,2005).

Antes de comenzar, se recomienda precalentar el buffer de lisis (2% de CTAB, 1% de PVP, 50mM EDTA pH
8.0, 100mM Tris base pH 8.0, 500mM de NaCl) a 65°C, en un bafo termoregulado.

1.

10.

11.

Colocar 50 a 100mg de hongo en tubo eppendorf 1,5ml, previamente molido en un mortero hasta
obtener un polvo.

Adicionar sobre ella 800ul del buffer de lisis previamente precalentado. Homogenizar un par de veces
antes de que descongele completamente.

Homogenizar e incubar a 90 C° por 20 minutos en un bafo termoregulado, mezclar por vortex a los 10
minutos durante el proceso.

Posteriormente sacar las muestras y adicionar 100ul de CTAB al 10%, homogenizar e incubar por 20
minutos mas a 65C° en bafio termoregulado.

Transcurrido ese tiempo se permite que la muestra se enfrie a temperatura ambiente. Adicionar 0.5
volimenes de la mezcla previamente enfriada de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1v/v),
homogenizar y centrifugar a 1 3,000 rpm por 15 minutos.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 100ul de acetato de sodio 3M (pH 5.2), 0.5
volumenes de cloroformo-alcoholisoamilico (24:1v/v), homogenizar y centrifugar a 13,000rpm por 15
minutos a temperatura ambiente.

Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y Adicionar 640 ul de isopropanol frio y mezclar e incubar
a-20C° por 2 horas

Transcurrido el tiempo de incubacion, centrifugar a 13000 rpm por 21 minutos a temperatura
ambiente.

Eliminar todo el liquido y preservar el precipitado, agregar 350ul de Alcohol absoluto al 70 % y
centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos.

Eliminar todo el sobrenadante tratando de no sacar el pellet(precipitado). Posteriormente Secar el
pellet a 60°C en un termoblock por 10 minutos a 38C°

Una vez seco el tubo re-suspender el pellet(precipitado) en 50 uL H20-MQ. Conservar.
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9.2 ANEXO 2

9.2.1 Registros fotograficos de la recoleccion de muestras

» g /- 2

110



Propuesta de hongos micorricicos asociados a la flora xerofitica de los AFSM de Valparaiso

ANEXOS

T

111



Propuesta de hongos micorricicos asociados a la flora xerofitica de los AFSM de Valparaiso
ANEXOS

112



