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RESUMEN

El aumento de la actividad antropica ha generado distintos efectos sobre los ecosistemas,
uno de ellos es la utilizacion del espacio de terrenos como los humedales para la
construccion de viviendas. Esta situacion provoca un efecto en el ambiente y en los
animales que comunmente habitan estos humedales.

Un caso atingente es lo que sucede con el humedal Angachilla, ya que debido al relleno en
el humedal con el objetivo de aumentar la construccién de viviendas, ha alterado de tal
manera el ecosistema que hace poco probable identificar especies nativas que habitaban
el lugar. Por tal motivo, se realizar4 un monitoreo de la fauna del lugar para evaluar el efecto
de la actividad humana.

Una forma de estudiar esto es mediante el ADN ambiental, lo que nos permite identificar de
una manera mas economica, facil y rapida las especies que se encuentran presentes en el
humedal Angachilla. Para ello se analiza el efecto de la actividad antropica en el humedal
Angachilla realizando un muestreo en dicho humedal y en el humedal Rio Cruces, con el
fin de comparar un sitio pristino con uno afectado por la actividad humana.

Para esto las muestras de agua, recolectadas de cada humedal, fueron filtradas, posterior
a esto se realizé la extraccidén, amplificacion y secuenciacion del ADN encontrado. Los datos
obtenidos se analizaron mediante Bioinformatica, donde se compara con una base de datos
de referencia.

Esta informacién permitid caracterizar y describir las comunidades de ambos sitios de
muestreo, realizando una comparacién de biodiversidad.
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Introduccién

La biodiversidad a escala global esta
sufriendo una disminucion a una tasa
creciente nunca antes registrada en la
historia de nuestro planeta (Pimm et al.
1995; IPBES 2019). Esta rapida pérdida
esta directamente relacionada con la
actividad antrdpica, asociada a la sobre
explotacion de recursos naturales (Rosser
& Mainka 2002). Los forzantes mas
importantes incluyen la fragmentacion de
habitat por efecto del cambio de uso de
suelo (e.g. Cody 1993; Kruess &
Tscharntke 1994), la contaminacion
atmosférica por aumento de las emisiones
de carbono y de las aguas por agentes
guimicos (Zeebe et al. 2008; Cardinale et
al. 2012; Abel 2002), sobreexplotacion
pesquera (Pauly et al. 2002; Rosenberg
2003), y la introduccién de especies
exodticas (Clavero & Garcia-Buerthou
2006). Frente a esto surge la necesidad
imperiosa de, por una parte, determinar
cudles son los efectos reales que cada
uno de estos forzantes esta generando, y
cudles son las medidas de manejo y de
accion necesarias para revertir estos
efectos (Possingham et al. 2015; IPBES
2019; O’Loughlin et al. 2019).

Las especies exoticas invasoras (EEI)
pueden definirse como las especies que
logran traspasar barreras biogeograficas
estableciéndose exitosamente en nuevas
regiones, y que generan un impacto
negativo en el nuevo ecosistema
(Richardson et al. 2000; ISC 2019).
Debido a sus capacidades intrinsecas, las
EElI se reconocen como una de las
causas mas importantes de pérdida de
biodiversidad (Trentanovi et al. 2013, Dar
& Reshi 2014). Esto se debe a que las EEI
pueden alterar las condiciones del habitat
(Byers et al. 2010), competir por el acceso
a recursos (Brown et al. 2002) o
directamente depredar sobre las especies
nativas (Doherty et al. 2016).

Este efecto que la actividad antropica ha
provocado esta causando alarma en la

poblacién y en especial en la invasién de
los humedales en la comuna de Valdivia,
siendo éstos ecosistemas fundamentales
para nuestra ciudad dado que son zonas
de transicién entre ecosistemas de agua
dulce y terrestre, contenciébn de agua
lluvia y ademas mantienen una alta
biodiversidad de especies endémicas de
nuestra zona.

Por esta razon, en el presente trabajo de
investigacion, se pretende comparar dos
humedales de Valdivia mediante la
técnica de ADN ambiental y evidenciar la
influencia de la actividad antrépica.

Hipotesis

La actividad antropica altera un
ecosistema, evitando que animales
nativos puedan vivir y desarrollarse. Sin
embargo en un lugar pristino, libre la
intervencion humana es mas factible
encontrar especies nativas viviendo y
desarrolldndose.

Objetivo General

Evaluar los efectos de la actividad
antropica sobre el ecosistema de un
humedal.

Objetivos Especificos

v ldentificar especies de animales
mediante la Técnica de ADN
Ambiental.

v' Comparar los tipos de especies
encontradas por Técnica de ADN
Ambiental en dos Humedales de
Valdivia.

v' Analizar los resultados y datos
obtenidos, los que seran utilizados
como diagndstico ambiental de un
ecosistema.

Metodologia



El presente estudio se llevara a cabo en
dos Humedales de la comuna de Valdivia
Region de los Rios, Humedal Angachilla,
ubicado en medio de la ciudad y Humedal
Rio Cruces, ubicado en una reserva
natural.

Para llevar a cabo este estudio, se
utilizara la Técnica del ADN Ambiental
como herramienta para obtener los
ensambles de especies en los humedales
mencionados, para lo cual se tomaran
muestras ambientales de agua.

Se recolectaron muestras de agua
superficial de ambos humedales
muestreados. Para cada humedal, se
tomaran dos puntos de muestreo, y en
cada punto se colectaron tres replicas.
Las muestras seran colectadas en bolsas
plasticas estériles (1 L) y transportadas en
contenedores  plasticos previamente
desinfectados hasta el lugar de filtrado.
Para cada punto, se filtrara 1 litro de la
muestra de agua dividido en 4 filtrados,
por lo tanto cada 250 ml se utilizara un
filtro de nitrato de celulosa de 47 mm de
diametro con un tamafio de poro de 0,22
pm. La filtracién se realizara a través de
una bomba de vacio manual. Una vez
fitradas las muestras, cada filtro se
almacenara en tubos de 2 ml con tapa
rosca a los cuales se les afadiran 1 ml de
buffer de lisis (Thermofisher).

Fig.1: A: Humedal Angachilla. B: toma de
muestra en humedal Angachilla. C: Humedal
Rio Cruces. D: toma de muestra humedal Rio
Cruces.

Fig.2: A: Bomba al vacio manual. B: filtrado de
nuestras. C: filtro nitrato de celulosa. D: filtros
guardados en tubos con buffer de lisis.

Todos los filtros almacenados en los
tubos  con tapa rosca  seran
homogeneizados a través de un disruptor
(60 seg a 2.5 x 1000 stroke), luego el ADN
se extraera de los filtros utilizando el kit
GeneJET genomic DNA Purification Kit
(Thermo Scientific) siguiendo el protocolo
del fabricante con  modificaciones
menores (previo a la incubacion, cada
fitro se sostendrd& con una pinza
previamente limpiada con cloro, agua y
etanol y se traspasara 500ul de la
solucién de lisis a un tubo microcentrifuga
de 1.5 ml; luego se le afnadira 50 yl de la
solucién Proteinasa K y se mezclard con
vortex). Las muestras de ADN extraidas
(60 pL) se almacenaron a -20 °C hasta el
ensayo de PCR.

Todas las extracciones se realizaran bajo
condiciones estériles dentro de una
camara desinfectada, la cual se expondra
a luz UV 10 minutos antes de realizar las
extracciones y donde solo se manipularan
los filtros con el ADN ambiental. Como
control negativo se filtrara 1 L de agua
milliQ que se incluira en todos los analisis
de ADN ambiental para confirmar que no
se produjo contaminacién durante el
proceso de extraccion.

Fig.3: A y B: extraccibn de ADN. C:
preparacion del material para analisis ADN.



El procesamiento general de las
secuencias se realizara con el programa
OBItools (Boyer et al. 2015).

Una vez procesadas las secuencias,
éstas se compararan con la base de datos
de GeneBank; las secuencias que no se
encuentran publicamente disponibles
seran comparadas con la base de datos
propia.

Para las secuencias analizadas que no se
obtenga el 100% de asignacién con las
respectivas bases de datos, se asignaran
OTUs utilizando el programa MEGANG
con el cual el andlisis taxondmico se
realiza segun la taxonomia NCBI, en el
cual asigna para cada lectura, el nodo del
ancestro comun mas bajo que se
encuentra sobre todos los organismos
para los cuales la lectura presenta una
alineacion significativa mayor al 98% de
similitud (Huson et al. 2007).

Con la informacién obtenida a través de
estos programas se obtendran las
matrices de composicién de especies de
cada uno de los ensambles.

Resultados

Para realizar los analisis de base de
datos, mediante Excel se registraron las
especies encontradas por Técnica de
ADN, seguido de esto, del listado
identificado se corroboré con base de
datos las nativas de las introducidas por
sector analizado.

Especie Humedal Humedal Rio
analizada Angachilla Cruces

N° Especies N° N° Especies N°

Introducidas Especies Introducidas Especies

Nativas Nativas
Mamiferos 6 3 1 2
Aves 9 3 1 9
Peces 2 3 1 4
Anfibios 0 4 0 6

Tabla N°1: identificacion de ndmero de
especies encontradas en las muestras de
cada humedal y clasificadas en introducidas y
nativas.

Discusion y Conclusion

Se evidencié e identificaron especies
introducidas en el humedal Angachilla,
intervenido por accion antrépica.

El humedal Rio Cruces se mantiene
pristino con un alto indice de especies
nativas y mantencién de la biodiversidad
valdiviana.

No obstante es necesario continuar con el
seguimiento y monitoreo con el fin de
alertar cambio en el ecosistema vy
fundamentalmente generar una toma de
conciencia en la poblacion respecto de la
importancia de proteger nuestro entorno y
las especies nativas que alli habitan.

Proyeccion

La técnica del ADN ambiental, permite
realizar un diagnéstico y andlisis mucho
mas rapido, efectivo y de menor costo
logistico para identificar las problematicas
ambientales a las cuales estan sometidos
diferentes ecosistemas.
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