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Resumen: En atencion a la preservacién de la Reserva de la Biosfera Sian Ka’an, una de las
Areas Naturales Protegidas mas extensa y con mayor diversidad especifica y ecosistémica
en México es urgente generar informacion base que permita la deteccién rapida de las
especies exdticas invasoras dentro del sistema, por lo que usando métodos moleculares,
no invasivos al medio, se inicid la primera linea base del zooplancton de 13 sistemas
dulceacuicolas dentro de la Reserva que se contrastd con XX permitiendo la deteccién de
80 Unidades Taxondmicas Operativas (OTU, por sus siglas en inglés), confirmando la
presencia del copépodo exdtico Mesocyclops thermocyclopoides, originario del sureste
asiatico, en el Cenote Pucté Cafetal 1. Ademas, se encontraron dos posibles géneros
nativos, posiblemente traslocados, estos son: el quironimido Kiefferelus, ampliamente
distribuido en el viejo continente, con un solo registro previo en el continente americano
en Brasil, y Cyclops, un género holartico. De los peces no se encontré ninguna especie
exotica, y el método de biomonitoreo con el uso de la metagendmica demostré ser
sumamente efectivo, pues permitié la deteccidon de 25 especies, adicionalmente tres de
aves (Aramides cajaneus, Megaceryle torquata, Meleagris gallopavo), cinco de mamifero
(Artibeus lituratus, Lampronycteris brachyotis, Lonchorhina aurita, Oryzomys couesi,
Pteronotus parnellii) y dos de reptiles (Kinosternon acutum, Trachemys sp.). Asi mismo
detectamos dos complejos de especies “jévenes”, es decir de evolucion reciente con baja
resolucién para el gen, pero ambos con una distribucién en la peninsula de Yucatan.
Podemos concluir que los métodos de recolecta y analisis molecular, es permitiran una
conservacion de la reserva mucho mas acertada, pues los datos obtenidos comprueban la
eficacia de los métodos moleculares para la identificacidn precisa de un 99% de las OTU’s
encontradas. Es necesario continuar con la creacién de la linea base de zooplancton
acuatico, aunque este primer resultado permitié construir la lista mas completa de especies
presentes en los 13 sistemas estudiados, es necesario ampliar a diferentes épocas del afio
y abarcando mas microambientes de cada sistema, como vegetacién sumergida, regién
limnética, raiz de mangle y los estromatolitos. Toda esta investigacidn dio sustento a emitir
una serie de recomendaciones que finalmente formaran parte de una propuesta para un
protocolo para la deteccidon temprana de especies exéticas en la reserva de Sian Ka’an.
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1 INTRODUCCION

Las Areas Naturales Protegidas de Quintana Roo, como la Reserva de la Biosfera Sian Ka’an
declarada Patrimonio de la Humanidad por la UNESCO y sitio Ramsar, enfrentan, desde el
punto de vista biolégico, dos problemas muy importantes: la pérdida de biodiversidad y las
invasiones biolégicas (Santander-Monsalvo et al., 2018).

Los programas de biomonitoreo convencional requieren un esfuerzo extenso con
muestreos repetidos en el tiempo y espacio (Baird & Hajibabaei, 2012), ademds del empleo
de métodos invasivos (redes y electropesca) que resulta perjudicial para el habitat (King &
Crook, 2002; Collins et al., 2013). En los muestreos pocas veces se revelan todas las especies
presente en un sistema particular y cada espécimen recolectado debe, obviamente,
identificarse hasta el nivel taxondmico mas especifico, lo que requiere acceso a expertos
taxondmicos (Gomes et al., 2015). Dadas estas limitaciones y en la busqueda de técnicas
gue permitan la solucién de estos problemas, los métodos basados en técnicas de biologia
molecular son un enfoque atractivo para la cuantificaciéon de la biodiversidad en los
ecosistemas (Valdez-Moreno et al., 2019).

La técnica de biologia molecular conocida como Cédigo de barras, consiste en emplear un
fragmento del gen mitocondrial citocromo oxidasa | (COl) como marcador para la
identificacion de especies (Hebert et al., 2003); posteriormente esta informacién es
integrada a la plataforma informatica conocida como BOLD systems (por sus siglas en inglés,
Barcode of Life Data system). Dicha metodologia ha demostrado tener una eficiencia
superior al 90% en la determinacion de especies (lvanova et al., 2009) por lo que se propuso
para la identificaciéon de los diferentes taxones del zooplancton dentro del presente
Protocolo de Deteccion Temprana y Respuesta Rapida (DTRR).

Por su parte, el ADN ambiental (eDNA, por sus siglas en inglés) es una técnica que ha ganado
popularidad para el monitoreo bioldgico, especialmente en proyectos para la deteccion de
especies invasoras y la elaboracién de estudios de referencia sobre las comunidades de
animales y plantas presentes en los ecosistemas. Consiste en la separacién del ADN
disponible, a partir de los diferentes exudados que los organismos dejan, en muestras
ambientales (digase agua, sedimentos o hielo, segun sea el caso) (Rees et al., 2014). Este
procedimiento se se encuentra dentro del conjunto de técnicas conocidas como
metagendmica, la cual se encuentra basada en plataformas de secuenciacién de segunda y
tercera generacion.
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La rapida adopcién de bio-evaluaciones basadas en ADN medioambiental es reflejo de dos
factores principales: 1) mejor acceso a las secuencias de referencia necesarias para vincular
las lecturas cortas de eADN a sus especies de origen; y, 2) la disponibilidad de
secuenciadores de alto rendimiento que generan grandes voliumenes de datos a un costo,
moderadamente, accesible (Goldberg et al., 2016).

En México, el grupo de trabajo de ECOSUR fue pionero en la aplicacién de analisis de ADN
ambiental en un sistema tropical oligotréfico y en 13 sistemas asociados con la Reserva de
la Biosfera de Sian Ka’an para el analisis integral de la comunidad de peces y zooplancton
alli presentes (Valdez-Moreno et al., 2019). A partir de esta experiencia, deriva la presente
compilacién de metodologias y recomendaciones utiles en el monitoreo no invasivo de los
sistemas para la deteccién temprana de especies exéticas, sentando un precedente con el
sobre el que las autoridades competentes puedan formular estrategias para su combate,
manejo, y probable restauracion de la biodiversidad nativa.

Es fundamental destacar que un biomonitoreo eficiente a lo largo del tiempo dependera de
tres factores principales: 1) una eficaz recoleccién de muestras, 2) acceso a las secuencias
de cdédigos de barras de la vida; vy, 3) la aplicacidon de técnicas de metagendmica. Esto nos
permitira detectar cambios en la composicién de zooplancton y peces asociado a las
alteraciones provocadas por contaminacién, introduccién -voluntaria o involuntaria- de
especies exoticas invasoras (EEI), o el cambio climatico, entre otras.

La deteccién temprana de cualquier EEl, acompanada de una respuesta rapida oportuna,
amplia las probabilidades de detener una invasidn o de controlar la dispersién de aquellas
especies que han logrado establecerse. Desde el punto de vista econdmico, las estrategias
de prevencidn constituyen la alternativa menos costosa y mas efectiva de tratar a las EEI.

2 OBIJETIVO

2.1 Objetivo general

Generar una serie de recomendaciones para la elaboracién de un protocolo de deteccion
temprana usando un biomonitoreo no invasivo de ecosistemas acuaticos, basados en el gen
COl y el eDNA en sistemas dulceacuicolas de la Reserva de la Biosfera Sian Ka’an, a fin de
detectar la presencia de especies exdticas invasoras (EEI).

2.2 Objetivos especificos

e Estas recomendaciones para el sistema de deteccidén temprana de EEIl acuaticas en
la Reserva Sian Ka’an, permitirdn implementar acciones de respuesta rdpida para
evitar su establecimiento.
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e Plantear un Protocolo de Deteccién Temprana y Respuesta Rapida (DTRR) para EEI
en el Complejo Sian Ka’an y su zona de influencia.

3 RECOMENDACIONES PARA LA ELABORACION DE UN PROTOCOLO DE
DETECCION TEMPRANA PARA ESPECIES EXOTICAS EN LA RESERVA DE LA
BIOSFERA SIAN KA’AN

Este equipo de trabajo, a partir de la experiencia obtenida del primer muestreo realizado
en 13 sistemas asociados a la RB Sian Ka’an, sugiere los siguientes pasos para desarrollo de
un protocolo de DTRR.

3.1 Recoleccion de muestras para desarrollar la linea base de organismos presenten en
los sistemas acudticos (ADN ambiental y trampas de luz)

Se deberan continuar el desarrollo de las técnicas desarrolladas en el Producto 3, Métodos
de colecta y analisis de muestras en laboratorio, para establecer cudles son las especies
presentes en los sistemas acuaticos. En las siguientes figuras se resume el método
empleado, que consistid en el muestreo con “trampas de luz” para la recolecta de
zooplancton y de agua para la obtencién de ADN ambiental (Figura 1).
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Figura 1. Tipos de muestreos sugeridos en la planeacidn de una estrategia para desarrollar la linea base de organismos
en cada sistema. A) Muestreo piloto (o preliminar); B) Muestreo de varios sitios dentro del mismo sistema acuatico;
C) Muestreo continuo del sistema acuatico (comprendiendo varias épocas del afio); D) Dar seguimiento al estudio
realizando algunos muestreos interanuales (ver texto para una explicacién detallada)

(Fuente: Elaboracion propia Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019).

l. Desarrollo de linea base

Es fundamental continuar con la elaboracién de la linea base de los organismos presentes
en los ecosistemas epicontinentales, se sugiere, para hacer eficiente el proceso de colecta,
emplear las técnicas desarrolladas por el equipo de trabajo dentro de la presente
consultoria. Se deberd ampliar el esfuerzo de muestreo, por lo que en cada sistema acuatico
se deberdn realizar muestreos en diferentes puntos de colecta y en diferentes épocas
interanuales. Con el objeto de tener un panorama completo de la composicidn bioldgica en
cada lugar, de manera preliminar se sugiere, trabajar, al menos, en época de secas, de
lluvias y de nortes (ver Figura 1C).

En el proceso de reconocimiento de los seres vivos presentes en los sistemas, se propone
considerar a las Unidades Taxondmicas Operativas (OTU’s, por sus siglas en inglés) para
facilitar la determinacidon taxondmica de los organismos. Lo anterior debido a que la
identificacion a través de guias y especialistas resulta mas complicada (tiempo/esfuerzo)
respecto a la técnica de OTU’s, donde la identificacién se realiza, con un mecanismo sencillo
similar a un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), que instantdneamente da resultados
precisos.
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Por esta razon, es necesario ampliar el esfuerzo de muestreo y el nimero de especimenes
secuenciados, con lo cual se podra elaborar una curva de acumulaciéon de OTU’s y con el
programa EstimateS (Colwell, 2013) o uno similar extrapolar al nimero de especies posibles
en cada sistema, a fin de evitar la aparicién de secuencias sin identificar al maximo.

Il.  Seleccién de sitios y planeacién

Para la toma de muestras estaria involucrado tanto el personal de la Reserva como personas
voluntarias de las comunidades cercanas a los sistemas acuaticos que quisieran participar.
Para esto, ECOSUR puede implementar un taller de capacitacion para todos aquellos
interesados en la conservacion de la reserva. Este curso haria énfasis en la importancia del
estudio y preservacién de los sistemas acuaticos, los beneficios que da a la comunidad la
preservacion de dichos sistemas y la ensefanza de la técnica de muestreo, fijacién de
muestreo y posterior transporte (atendiendo a una cadena de frio con la metodologia que
se detalla a continuacién:

1. Ubicacion de los sitios de muestreo. Previo a la llegada se deberan ubicar las
estaciones en cada sistema acudtico utilizando diferentes fuentes para
determinarlas (puede ser Google Earth o la experiencia de los lugarefios).

2. Unavez en los sitios de trabajo se deberdn anotar sus coordenadas. Se sugiere usar
el programa GPS test, aplicacidn gratuita que se descarga para teléfonos celulares,
gue resulta muy precisa pues se conecta directamente a los satélites del sistema
GPS sin estar asociada a una red fija de internet o a datos moviles.

2. Elaboracién de la lista de materiales para el procesamiento de las muestras (Tabla 1)

Tabla 1. Lista de materiales para la salida al campo (Fuente: Elaboracién propia Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019).

Material Unidad (por Comentario de cuidado
muestra)

Trampa de Luz 1 Limpia

Frascos para la trampa 1 Nuevos o limpios

Lampara acudtica para la trampa

Filtro para colar la muestra 1

Alcohol al 96% desnaturalizado 3 litros

Frascos de plastico de 1l para fijar la 2 Nuevos

muestra

Pilas 4

Frascos de vidrio para laboratorio c/tapa 1 Esterilizado y cubierto de aluminio y

autoclavable envuelto en una bolsa ziploc

Gotero para pavo Nuevo (o esterilizado con cloro en una
proporcién 1:5 con agua y
posteriormente lavado con alcohol al
96%)

Hielera para transportar material 1 Limpia y esterilizada como en el paso
anterior

Guantes de latex sin polvo 4 pares
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Hielera grande 1

Hielo 2-3 bolsas

Masking tape 1

Marcador permanente 1

Bolsas de plastico tipo ziploc grandes

lapiz 1

Agua 1 galon 1

Bitacora

Teléfono celular con GPS y Camara 1

Cuerda3m 1

Material para el filtrado del Agua

Bomba de vacio 1 Limpia
Kitasato de 1l 1 Esterilizadas
Mangueras de plastico 6 Esterilizadas
Tapa bocas

Guantes de latex sin polvo

Filtros 1

Pinzas 2 Esterilizadas
Tubos falcén 15 ml 1 Nuevo
Caja de unicel para transportar las 1 Nueva
muestras

bolsas de gel para congelar 5 Nuevas o limpias

lll. Recolecta de muestras con trampa de luz en campo para la linea base

En cada sitio de recolecta se colocara una trampa de luz (disefio de Montes-Ortiz & Elias-
Gutiérrez, 2018) que trabajara durante el periodo nocturno, se sugiere colocar desde la
puesta de sol hasta el amanecer del siguiente dia, para que la trampa trabaje unas 8-9 horas,
pero este valor puede variar dependiendo del estado tréfico del sistema (en algunos casos
en sistemas eutroficos se puede saturar antes de este tiempo).

La ldmpara debera encenderse previo a introducir la trampa al agua.

10



Programa de deteccion temprana piloto de especies acuaticas invasoras a través de los métodos de codigo
de barras de la vida y andlisis de DNA ambiental en la Reserva de la Biosfera Sian Ka“an

Figura 2. Colocacién de la trampa de luz
(Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019).

Figura 3. Extraccion de la trampa de luz en la mafiana
(Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019).

Las muestras serdan depositadas en un tamiz, que debera tener la misma abertura de malla
que el copo de la trampa de luz, y se lavara con alcohol frio al 96% hasta retirar todo el
material que esté todavia presente en las paredes del copo o de la red.
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(Fotografia: José Angel Cuhuo Colli/ECOSUR, 2019).

Estas muestras se conservaran en alcohol frio al 96% (por al menos 72 horas) previo a su
procesamiento en el “laboratorio de campo”, el cual puede instalarse en las oficinas
centrales de la Reserva, localizadas en Carrillo Puerto de déonde se mandaran al ECOSUR,

sede Chetumal, para su posterior tratamiento.

Figura 5. Muestra recién colectada, etiquetada y fijada con alcohol
(Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019).

En el proceso de seleccion de los puntos de muestreo dentro de un sistema acuatico, se
recomienda seleccionar observar las particularidades de este para hacer el muestreo, estos
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pueden ser sitios con vegetacion sumergida (raices de los mangles), espacios que se vean
mas superficiales respecto al resto del area inundada, entre otros. Cabe destacar que, en el
caso de los sistemas pequefios, las trampas se pueden colocar cerca de la zona litoral.

Figura 6. Muestreo buscando diferentes ambientes que contemplen la vegetacién sumergida y las raices de los mangles
(Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019).

IV. Recolecta de muestras para ADN medioambiental

De manera inicial, se preparan todos los utensilios necesarios para la toma de agua, éstos
deberdn estar esterilizados y permanecer envueltos en bolsas de plastico antes de llegar a
los sitios de colecta para evitar contaminacion por elementos ajenos a los sistemas (Figura

7).

Figura 7. Equipo necesario para la toma de muestra de agua para el ADN medioambiental
(Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019).

En cada sitio de colecta, se debera tomar una muestra de 1 L de agua en una botella de
CIVEQ® esterilizada. Se recomienda tomar al menos 4 muestras litorales, cada unade 11,
en partes opuestas del sistema, o bien donde los pescadores sepan que se acumulan los
peces en cada sistema (la técnica de recoleccidn se enseiaria en el taller de capacitacion).

13



Programa de deteccion temprana piloto de especies acuaticas invasoras a través de los métodos de codigo
de barras de la vida y andlisis de DNA ambiental en la Reserva de la Biosfera Sian Ka“an

] Lol
‘f«

Figura 8. Toma de muestra de 1 L de agua en una botella de CIVEQ® esterilizada.
Fotografia: Erika Alarcén/ECOSUR, 2019.

Todas las muestras se colocaran inmediatamente en hielo y luego se transportaran al
laboratorio de campo (Oficinas Centrales de la Reserva en Carrillo Puerto) para su
procesamiento inicial. Se tendrd especial cuidado en contar con la cantidad de hielo
suficiente para mantener las muestras frias durante los traslados.

V. Trabajo en laboratorio de campo (Oficina Central de la Reserva de Sian Ka’an)

Un cubiculo de sus instalaciones sera limpiado y adecuado para que se realice la filtracién
de las muestras para el ADN medioambiental (Figura 9).

Figura 9. Laboratorio de campo para la filtracion de muestras para el ADN medioambiental.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.
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VI. Proceso de filtracion

El material necesario para este proceso se menciona en la Tabla 1.

Es fundamental que el proceso entre la filtracion de agua se realice dentro de las 48 horas
posteriores a la toma de muestras para evitar la degradacién del ADN (Valdez-Moreno et
al., 2019) (Figura 10).

Figura 10. Detalle del material para filtrado (bombas de vacio, frasco kitasato con el filtro para el agua)
(Fotografia: Erika Alarcon Chavira/CONANP, 2019.

Cada muestra de agua se filtrard en filtros de 0.22 um, los filtros se colocardn en tubos
Falcon esterilizados que se mantendran en un sistema frio (-18° C).

Posteriormente se prepararan para su envio al lugar designado para su procesamiento final,
por lo que los tubos deberan ser almacenados en una hielera acompafiada de gel congelado,
para preservar las muestras a una temperatura inferior a los cero grados centigrados.

Figura 11. Tubos Falcon con los filtros listos para ser empaquetados.
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(Fotografia: Erika Alarcon Chavira/CONANP, 2019).

Figura 12. Paquete listo con las muestras para ser enviado.
(Fotografia: Erika Alarcon Chavira/CONANP, 2019).

La instalacién para el procesamiento final de las muestras (Centre for Biodiversity Genomics
en la Universidad de Guelph Canada o cualquier otro laboratorio con capacidad de realizar
este trabajo) serd donde se llevard realizara la extraccidn y secuenciacion del ADN de las
muestras medioambientales. Cabe destacar que estos procesos se encuentran en constante
actualizacion, lo que se ilustra a continuacion debera considerarse sélo como ejemplo.

VIl. Procesamiento de muestras medioambientales en laboratorio especializado

Antes de la extraccion del ADN, todas las superficies de laboratorio se esterilizardn con
hipoclorito de sodio al 10%, seguido de etanol al 70%. Las pipetas se limpiardn
repetidamente con hipoclorito de sodio al 10%, seguido de etanol al 70% durante la
extraccién y los guantes se cambiardn con frecuencia. Los rotores de centrifugacién, los
adaptadores y los bastidores de tubos se lavaran con ELIMINase diluido (Decon Labs) (1:10)
y se enjuagaran con agua desionizada.

El ADN se extraera de los filtros de las muestras de agua usando un kit de extraccion de ADN
PowerWater (MoBio) siguiendo un protocolo de lisis modificado (los tubos se incubaran a
65° C previo a la etapa de molienda) para evitar la contaminacién cruzada entre muestras;
la cantidad que debera ser obtenida es de 625 pl. Posteriormente, los tubos se incubaran a
56 ° C durante 15 minutos antes de la elucién del ADN en 100 ul de tampdén PW6 y se
cuantificaradn utilizando el Qubit 2.0 y el kit denominado dsDNA de HS (No. Q33231). Se
realizard una primera amplificacion del material genético por PCR, que servirda como
plantilla para una segunda ronda de reaccién en cadena de la polimerasa a fin de aumentar
la recuperacion de ADN y reducir el posible sesgo introducido por los cebadores de fusién
gue contienen adaptadores de secuenciacién y etiquetas como identificadores moleculares
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Unicos (UM, por sus siglas en inglés). Esto dara un segmento con una extension entre 184-
187 pares de bases de la region del gen mitocondrial citocromo oxidasa | (COl) empleando
dos conjuntos de cebadores (AquaF2 / C_FishR1 y AquaF3 / C_FishR1) que se sabe que son
efectivos para los vertebrados.

Las reacciones de PCR emplearan la mezcla descrita y Platinum Tag. La primera ronda de
PCR seguird el siguiente régimen térmico: 94 °C durante 2 min; 40 ciclos de 94 °C durante
40 s; anillamiento a 51 °C para AquaF2 (o 50° C para AquaF3 durante 1 min), con una
extension final a 72 °C durante 5 min.

Después de la primera ronda, los productos de la PCR se diluirdn dos veces con agua de
grado molecular y se transferiran 2 pl del volumen resultante a un nuevo tubo para una
segunda ronda de PCR para crear las bibliotecas de amplicones etiquetadas con
identificadores moleculares Gnicos (UMI) con cebadores de fusidon que contienen lon Xpress
™ |as Etiquetas MID y los adaptadores de iones. El régimen de PCR para la segunda ronda
consistira en 94 °C durante 2 min, 20 ciclos de 94° C durante 40 s, anillamiento a 51 °C
durante 1 min y 72 °C durante 1 min, con una extension final a 72 °C durante 5 min. Los
productos de PCR se visualizaran en un E-Gel96 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific).

Las bibliotecas para AquaF2 / C_FishR1 y AquaF3 / C_FishR1 se purificardn por separado
usando perlas magnéticas preparadas y se cuantificardn usando el kit de ADN de Qubit 2.0
y HS, y se normalizaran a 13 pM antes de la secuenciacidn. Las bibliotecas de amplicones se
secuenciaran en una Personal Genome Machine (PGM lon Torrent) utilizando los kits de
400 plantillas y secuenciacién siguiendo las instrucciones del fabricante con un chip 316 o
el que corresponda a la plataforma que se utilice.

Las secuencias crudas seran tratadas de la siguiente manera: se utilizard el software
Cutadapt (v1.8.1), o alguno similar a éste, para recortar las secuencias de los cebadores;
Sickle (v1.33) se usara para el filtrado de tamafio (se retendran secuencias de 150-250 pb),
mientras que se utilizard Uclust (v1.2.22q) para reconocer las OTU basadas en la identidad>
98% y una profundidad de lectura minima de 2 umbrales. El algoritmo local Blast 2.2.29+ se
usard para comparar cada OTU con las secuencias de referencia en cinco conjuntos de
datos: datos publicos de peces de BOLD filtrados a nivel de identificacion de género y
especie (130,357 secuencias), y datos publicos de BOLD para las clases Amphibia, Aves,
Mammalia y Reptilia representada por los siguientes conjuntos de datos: DS-EBACAMPH
(11,018 secuencias), DS-EBACAVES (28,914 secuencias), DS-EBACMAMM (39,890
secuencias), DS-EBACREPT (5,424 secuencias). Los resultados de la salida del Raw Blast se
analizardn utilizando un script de Python personalizado denominado OTUBIlastParser.py, y
se concatenaran utilizando ConcatenatorResults.py (Bessonov, 2018). Los resultados
procesados en formato delimitado por tabuladores se importaran a Excel. Se realizara un
filtrado por puntaje minimo de 250, y 97-100% de rango de identidad para identificar
correctamente a las especies.
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Finalmente, una vez que la linea base esté construida, se implementara la metagendmica
para muestras de zooplancton y busqueda de especies exéticas de manera rutinaria.

VIll.  Monitoreo continuo/anual para DTRR

Una vez que se tenga una linea base lo mas completa posible, es decir cuando la curva de
acumulacién de especies se acerque a la asintota, consideramos que serd necesario realizar,
al menos, un muestreo al afio que involucre dos andlisis metagendmicos:

a) Recoleccion de muestras de agua (ver metodologia definida en el punto V) en los sistemas
acuaticos para la deteccion de peces y otros vertebrados. Esto obedece a que, por el
momento, la linea base de estos organismos es mas completa que la del zooplancton.

b) Recoleccidén de muestras de zooplancton en los mismos sitios de recoleccion donde se

tomaron las muestras de agua, por lo que serd necesario dejar una trampa de luz que
permanezca activa durante la noche.
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3.2 Metagendmica con el zooplancton

I. Recolecta y procesado de las muestras
Esta metodologia debera aplicarse tanto para la colecta de muestras para elaborar la linea
base como para los resultados del monitoreo continuo, propuesto en el punto 3.1 ii) para
la deteccién de especies exdticas.

Teniendo en consideracion la experiencia generada en el presente proyecto, que el
procesamiento final de las muestras deberd ser llevado a cabo por un laboratorio
especializado.

Los puntos de muestreo deberan ser lo mas similar a aquellos en lo que se trabajé para
crear la linea base.

Se obtendra una alicuota del total de la muestra obtenida con la trampa de luz, cuya
metodologia estd descrita en el Producto 3 de la presente consultoria.

La mencionada alicuota sera la base para el analisis genético.

De manera inicial, se realizara la evaporacién del alcohol, presente en la muestra, en una
incubadora a 51°C. Posteriormente se homogeneizarda la muestra con un mortero
esterilizado, el “homogenizado” resultante sera la base para la siguiente etapa del proceso.

Previo a cualquier actividad, las superficies de laboratorio se esterilizaran con hipoclorito
de sodio al 10%, seguido de etanol al 70%. Las pipetas se limpiaran repetidamente con
hipoclorito de sodio al 10%, seguido de etanol al 70% durante la extraccion y los guantes se
cambiaran con frecuencia. Los rotores de centrifugacidn, los adaptadores y los bastidores
de tubos se lavaran con ELIMINase diluido (Decon Labs) (1:10) y se enjuagaran con agua
desionizada.

Se realizard una primera amplificacién por PCR. El producto de PCR diluido de la primera
amplificacién servira como plantilla para una segunda ronda de PCR con cebadores de
fusion que contengan adaptadores de secuenciacion y etiquetas UMI.

Se amplificara un segmento de 184-187 pares de bases de la region del codigo de barras de
COIl con un conjunto de cebadores, denominados Zplank, disefiados por Prosser vy
colaboradores (2013), que han demostrado ser efectivos para todos los invertebrados
(Elias-Gutiérrez et al. 2018). Las reacciones de PCR emplearan dicha mezcla maestra y
Platinum Tag. La primera ronda de PCR empleard el siguiente régimen térmico: 94 ° C
durante 2 min, 40 ciclos de 94 °C durante 40 s, anillamiento a 51 °C durante 1 min, y 72 °C
para 1 min, con una extension final a 72 °C durante 5 min.

Después de la primera ronda, los productos de la PCR se diluiran dos veces con agua de
grado moleculary se transferiran 2 pl de la mezcla a un nuevo tubo para una segunda ronda
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de PCR; con esto se creara las bibliotecas de amplicones etiquetadas con identificadores
moleculares Unicos (UMI) con cebadores de fusién que contienen lon Xpress ™ las Etiquetas
MID y los adaptadores de iones. El régimen de PCR para la segunda ronda consistird en 94
°C durante 2 min, 20 ciclos de 94° C durante 40 s, anillamiento a 51 °C durante 1 miny 72
°C durante 1 min, con una extension final a 72 °C durante 5 min. Los productos de PCR se
visualizaran en un E-Gel96 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific).

Las bibliotecas para Zplank se purificardn usando perlas magnéticas preparadas y se
cuantificardn usando el kit de ADN de Qubit 2.0 y HS, y se normalizaran a 13 pM antes de la
secuenciacion. Las bibliotecas de amplicones se secuenciardn en una Personal Genome
Machine con un S5 utilizando los kits de 400 plantillas y secuenciacién siguiendo las
instrucciones del fabricante con un chip de 530 o cualquier otra plataforma de
secuenciacion de siguiente generacion.

IX. Secuenciacion y andlisis de datos.

Se creard un dataset con todos los datos de invertebrados de la peninsula de Yucatan y se
contrastard con los resultados de la metagendmica. El tratamiento bioinformatico de las
muestras crudas de metagendmica con el zooplancton sera similar al que se propuso para
los peces.

Finalmente, con los resultados obtenidos de cada andlisis metagendmico se entregara una
hoja de Excel y un informe sobre el estado que guardan las especies exdticas acuaticas en
la Reserva de Sian Ka’an al responsable del area protegida.

El formato de la hoja Excel serd similar al siguiente, haciendo referencia a los hits como el
numero de secuencias obtenidas para esa especie en particular en cada localidad. Se hara
énfasis si hay registro de alguna especie exética (Tabla 2)

Tabla 2. Ejemplo de hoja de campo (Fuente: Elaboracion propia Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019).

Identificacién

LOCALIDAD 1
LOCALIDAD 2
ETC

Nombre de la especie Aciertos

4 PROTOCOLO A SEGUIR EN CASO DE DETECCION DE UNA ESPECIE EXOTICA

En el caso de que se detecte la presencia de una especie invasora se seguiran los pasos del
Sistema de Comando de Incidentes propuesto por Mendoza (com. pers.), mismo que
describimos a continuacion:
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Primer paso:

En caso de deteccién de una especie acudtica invasora, se deberan considerar los siguientes
criterios para ejecutar alguna accion:

e (Esdel conocimiento que la especie causa impactos significativos (rango nativo o no
nativo)?

Si la respuesta es afirmativa, es candidata para la accién potencial

e (Es una especie de alto impacto para la regién?
Si la respuesta es afirmativa, es candidata para la accién potencial

e (la poblacidn estd restringida permitiendo su erradicacién efectiva?
Si la respuesta es afirmativa, es candidata para la accién potencial

e (Laespecie tiene posibilidades de colonizacién, supervivencia y establecimiento?
Si la respuesta es afirmativa, es candidata para la accién potencial

Continuar con el segundo paso.
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Segundo paso:

Si uno a 0 mas respuestas a las preguntas anteriores es afirmativa, la especie es candidata
para la accion potencial y se debe notificar al responsable de la Reserva de la Biosfera de

Sian Ka’an.

Los pasos por seguir deberan ser de acuerdo al siguiente diagrama de flujo:

No es invasora

Accion 1: Informe de hallazgo al
personal de la RB Sian Ka"an

v

Accion 2: ¢El informe es de alta
prioridad?

AW

Si No. Entonces, no se tomaran
medidas de respuesta

Accidn 3: Identificar/verificar la especie q

Validacién en el
campo

P

Identificada como invasora

P
Accidn 4: Realizar un andlisis de riesgo para determinar
si la especie es candidata para una accidn de respuesta

Falso positivo: No se
tomaran medidas de
respuesta adicionales

4

El registro se documenta e informa,
pero no se toman mas medidas de

rapida

Riesgo: Bajo/No L/ \l Riesgo: Alto o desconocido

v

Accion 5: Realizar una evaluacién especifica del sitio
y evaluar las opciones de respuesta

respuesta rapida

Decidir si
aplicar el SCI

Accion 6: Desarrollar e

implementar el plan de respuesta
del incidente

T Ny

Accion 7: Llevar a
cabo acciones de

Considerar el desarrollo de
comunicados de prensa 'y
contactar a las partes
interesadas apropiadas y las
agencias federales

seguimiento

Figura 13. Sistema de Comando propuesto por Mendoza (com. pers.)
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La agencia lider solicita o colecta los ejemplares €= Permisos de Colecta

v

La agencia lider revisa los ejemplares

/\

Consulta con Expertos

La agencia lider confirma la La agencia lider solicita la
presencia de la especie en el ¢ verificacién de los
sitio ejemplares

La agencia lider notifica al Grupo de Trabajo de Respuesta Rapida (RRTF)
y recomienda un plan de acciéon general

¢

El RRTF decide si son necesarias mas investigaciones antes de
notificar al publico

no se requiere mas

Si se requiere mas ; e
investigacién

investigacion

Notificar al publico

Realizar mas .
. . = Independientemente del
investigaciones N A
tamafio poblacional

1

Figura 14. Sistema de Comando propuesto por Mendoza (com. pers.), modificado por Martha Valdez/ECOSUR, 2019

Finalmente, estas acciones requieren la intervencion de diferentes niveles y sectores del
gobierno, la academia y la sociedad, a fin de garantizar un manejo adecuado de cualquier
emergencia que eventualmente se presente debido a la aparicidon de una especie exdtica
invasora.
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6 ANEXO 1. COSTOS

Comision a la reserva de la biésfera de Sian Ka'an del 18 al 27 de agosto 2019, para realizar estudios para generar la

14/08/2019 linea base y la biblioteca de codigos de barras del zooplancton de algunos sistemas dulceacuicolas de la RB de Sian ~ $  13,628.59
Ka‘an.

26/08/2019 (Szi(;r'r‘n;:pa : Felipe C. Puerto y Playa del Carmen el 16 de agosto para contactar guias a la reserva de la biosfera de $ 692.92

TOTAL § 14,321.51

Combustible para salida a la reserva de la biosfera de Sian Kaan del 18 al 27 de agosto 2019, para realizar estudios
14/08/2019 para generar la linea base y la biblioteca de codigos de barras del zooplancton de algunos sistemas dulceacuicolas de  $  8,185.60
la RB de Sian Ka‘an.

Combustible para salida a Carrillo puerto y playa del carmen el 15 de agosto para contactar guias a la reserva de Sian
15/08/2019 -2 $ 818.56

TOTAL § 9,004.16

15/08/2019 Compra de lampara mini color black con baterias $ 449999
26/08/2019 Compra de materiales para el laboratorio, cintas, casa de campafia, frascos de plastico etc. $  1,162.18
26/08/2019 Compra de materiales para salida de campo y para laboratorio, usos de trampas de luz mediante pilas alcalinas, $ 284235
empaquetado de muestras en bolsas, etc
17/09/2019 Compra de lampara led para revision microscopica de muestras de zooplancton $ 1,299.00
18/09/2019 Compra de toner negro para realizar impresiones que se necesitan para el desarrolio del proyecto $ 1,499.00
18/09/2019 Compra de tela de nylon para red de plancton de 63 micras de abertura $ 6,588.80
23/09/2019 Compra de material y herramientas necesarias en la salida de comision a Sian Kaan del 18 al 27 de agosto $ 629.32
03/10/2019 Compra de materiales de laboratorio para uso del proyecto. $ 1,862.00

TOTAL § 20,382.64

20/08/2019 Servicio de envio de muestras de ADN medio ambiental a la universidad Guelph, Canada $ 1,583.92
26/08/2019 Servicio de envio de documentos para el tramite de persmiso de colecta a Sinaloa. $ 1,173.39
30/09/2019 Servicio de envio de productos PCR a Estados Unidos $ 1,059.27
08/10/2019 Servicio de envio de muestras de PCR a Eurofins a Estados Unidos para secuenciar. $ 141450

TOTAL § 5,231.08

Prestacion de servicios profesionales especializados para el M. en C. José Angel Cohuo Colli del periodo
correspondiente del 19 de agosto al 30 de septiembre 2019.

Prestacion de servicios profesionales especializados para el M. en C. José Angel Cohuo Colli del periodo
correspondiente del 01 de octubre al 25 de octubre 2019. Pendiente pago por $24,336.03

$ 48671.98

TOTAL § 48,671.98

20/09/2019 Servicio de secuenciacion de 12 placas (1128 especimenes en total) a eurofins genomics $ 187,635.49

2010912019 S'er.wcno de.anahsm de ADN 14 filtros para extraccion y amplificacion de ADN en la plataforma ION Torrent S5 y trabajo $ 84,189.48
bioinformatico de las secuencias

TOTAL $ 271,824.97
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