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RESUMEN

El andlisis del ADN que los organismos liberan al medio ambiente (eDNA) tiene un
enorme potencial para detectar especies. Hasta ahora, los estudios sobre el método se
han centrado en evaluar el comportamiento del eDNA en ambientes acuéticos,
limitando los estudios en sedimentos, por lo tanto, se cree que el analisis del eDNA en
sedimento podria ofrecer mas informacion para el monitoreo de estas especies. En este
estudio, se evalu6 y compar6 como la concentracion del eDNA cambia con relacién al
tiempo y la densidad de los individuos en muestras recolectadas tanto de agua como de
sedimentos, usando como modelo la especie invasora Poecilia reticulata, introducida
en el lago Yahuarcocha. Se trabajo con un experimento de laboratorio en condiciones
controladas en el cual se vari6 tres factores: el medio (agua, sedimento), los
tratamientos (densidades de peces) y el dia de muestro (tiempo). Para conocer el
comportamiento de la concentracion del eDNA con relacion a los tres factores se aplicd
la técnica de PCR en tiempo real con primers especificos para la especie y se realizd
un analisis ANOVA de medias repetidas para analizar los datos. Los resultados
obtenidos demostraron una mayor concentracion de eDNA por ml de agua que por
gramo de sedimento, ademas se registrd un descenso gradual de la concentracion de
eDNA en el tiempo, al sexto dia en ausencia de los peces se registré una mayor
degradacion de eDNA en muestras de sedimento, especificamente en el tratamiento
con menor numero de peces (T3). Asimismo, el comportamiento de la concentracion
del eDNA se relacion6 en funcién al nimero de peces presente en los tratamientos, a
mayor numero de peces mayor concentracion eDNA. Los resultados demuestran la
efectividad del método del eDNA para detectar especies invasoras a bajas densidades,
sin embargo, para robustecer estos resultados es necesario ampliar la informacion del
comportamiento del eDNA en el sedimento. Esto especialmente si se desea utilizar el
eDNA como herramienta de alerta temprana, donde las acciones de gestion se
implementen segun los resultados de dichas pruebas.

Palabras claves: especies invasoras, eDNA, PCR cuantitativa (qQPCR), Poecilia
reticulata, agua, sedimento, densidad
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ABSTRACT

The DNA analysis that organisms release to the environment (eDNA) has enormous
potential to detect species. Now, the studies about the method evaluate only the
behavior of eDNA in aquatic environments. However, the studies in sediment are
limited, therefore, the eDNA analysis in sediment could offer more information. In this
study, it was evaluated and compared how the concentration of eDNA changes in
relation to the time and the density of individuals in a sample collected the water and
sediment, using the invasive species Poecilia reticulata, introduced in lake
Yahuarcocha. It was worked with a laboratory experiment in controlled conditions
where it was varied three factors: medium (water, sediment), treatments (fish densities)
and day of sampling (time). The behavior of the concentration of eDNA was evaluated
through real-time PCR technique and specific primers for the species. The date was
analyzed through an ANOVA of repeated measures. The results showed a higher
concentration of eDNA per ml of water that per gram of sediment. Also, it was
registered a gradual decrease in the concentration of eDNA in the time, on the sixth
day in the absence of fish was registered a greater degradation of eDNA in sediment
samples, specifically in the treatment with fewer fish (T3). Also, the behavior of the
eDNA concentration was related depending on the number of fish present in the
treatments, a greater the number of fish, the higher the eDNA concentration. The results
demonstrated the affectivity of eDNA method to detect invasive species at low
densities however, to strengthen these results, it necessary to expand the information
of the behavior of the eDNA in the sediment. This especially, if it wants to use the
eDNA how an early warning tool, where the management actions are implemented
according to the results..

Keywords: invasive species, eDNA, quantitative PCR (gPCR), Poecilia reticulata,
water, sediment, species density
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CAPITULO |
INTRODUCCION

De acuerdo a lo que indica Jaramillo Hoyos et al. (2005) , la introduccidn de especies
invasoras, la sobreexplotacion de recursos bioldgicos, la contaminacién y el cambio
climatico junto con la transformacion y fragmentacion de los ecosistemas son
actualmente las mayores amenazas que sufre la biodiversidad. Asi como indica Jiménez
et al. (2010), que la biodiversidad es la variabilidad de seres vivos sobre la tierra y los
patrones naturales que los conforman. Debido a que la biodiversidad guarda una
relacién tan estrecha con las necesidades humanas y la calidad de vida, su conservacién
es un elemento estratégico para nuestra supervivencia. De tal manera que su
conservacion conlleva la proteccién y manejo de muestras de organismos Vivos
compatibles con la supervivencia, ritmo y evolucion de los ecosistemas (Mufioz et al.,
1997).

Es por esto que la atencidn sobre las especies exdticas invasoras se ha incrementado en
los ultimos 20 afios, debido su impacto en la economia, la salud de los ecosistemas y
la poblacion humana (INABIO, 2019). Siendo que la introduccion de estas especies ,
se origina principalmente por la necesidad de importar especies para potenciar la
produccion agropecuaria y acuicola ya que son a menudo una importante fuente de
ingresos (Holt & Hoddle, 2001; Mora, 2001). Los efectos de los invasores en el
ecosistema varian de indetectables a dramaticos (Simon & Townsend, 2003) .
Generalmente, esto depende del tipo de especie, la magnitud de invasion y la

vulnerabilidad de los ecosistemas invadidos (Kettunen et al., 2009). Asimismo, del



proceso de invasion bioldgica, ya que consta de tres fases: Dispersion inicial,
establecimiento de poblaciones auto sostenibles y propagacion en los ecosistemas
(Goldberg et al., 2013).

En los ecosistemas acuaticos continentales (rios, lagos, lagunas, etc.), las invasiones
bioldgicas son comunes (Crespo, 2015). Existen varios ejemplos catastroficos de
cambios en comunidades enteras causados por especies invasoras. Tal es el caso de la
introduccion de la perca del Nilo (Lates niloticus) al lago Victoria, la cual ha causado
diversos impactos socioeconémicos y medioambientales, incluyendo la desaparicién o
casi desaparicion de cientos de especies de peces nativos y la consecuente
simplificacion de la red tréfica del lago (Palau, 2006). Otros ejemplos extremos
incluyen a los mejillones cebra (Dreissena polymorpha) en los rios y lagos de Norte
América y Europa (Rolla et al., 2019), la tilapia de Mozambique (Oreochromis
mossambicus) y la carpa comdn (Cyprinus carpio) que causan también impactos en

ecosistemas en México (Medoza & Osorio, 2014).

Actualmente, en el Ecuador se han introducido, de manera voluntaria o
involuntariamente, muchas especies que se han convertido en invasoras y amenazan a
especies nativas, ecosistemas, cultivos agricolas y la salud humana (Crespo, 2015). Los
cuerpos de agua dulce del pais no estan libres de especies exoticas, pero en general
existen muy pocos datos acerca de su potencial invasor, su distribucion o su
abundancia. Yahuarcocha, es un lago representativo de la provincia de Imbabura que
actualmente enfrenta graves problemas ecoldgicos (Ortega et al, 2018). Uno de los
principales problemas es la presencia y establecimiento de varias especies invasora,
entre las que destaca el Procambarus clarkii, Poecilia reticulata y Cyprinus carpio
(Riascos et al., 2018).

A pesar de los esfuerzos por erradicarlas, éstas especies introducidas continGan

ejerciendo un importante dafio ecologico en el lago (Ortega et al, 2018).



Recientemente, el Ministerio del Ambiente presentd un plan de accion para la
prevencion, manejo y control de especies invasoras en el Ecuador teniendo en cuenta
factores ambientales, econdmicos y sociales, con el cual pretende responder a la
problematica, necesidades y realidades identificadas; esto mediante el desarrollo de
mecanismos e instrumentos técnicos de gestion y estableciendo mecanismos de

financiamiento sostenible para la gestion (MAE, 2019; El Telégrafo, 2019).

Una técnica nueva de muestreo genético no invasivo representa una gran ventaja frente
a especies invasoras, la cual, proporciona informacion sobre su distribucion y
abundancia; de modo sencillo y a bajo costo (Goldberg et al., 2011). Esta técnica esta
basada en el analisis del ADN que los organismos liberan al medio ambiente (eDNA)
a manera de huella genética (Ficetola et al., 2008). EI eDNA se caracteriza por tener
una mezcla compleja de ADN nuclear, mitocondrial y de cloroplastos de diferentes
organismos, que permite la deteccidn de especies en cualquier etapa de vida y de ambos
sexos (Taberlet et al., 2012). La principal ventaja de este método estd en que no
requiere trabajar directamente con la especie objetivo (Turner etal., 2015a), lo
contrario a las técnicas tradicionales, que se basan en observacion directa e
identificacion mediante claves taxondmicas comdnmente utilizadas para identificar

estas especies, que a menudo resultan dificiles y costosas (Biomeme, sf).

Este eDNA se puede extraer de muestras ambientales como suelo, agua, heces,
sedimento, etc. (Jelger Herder, 2014). Esta compuesto por ADN intracelular y ADN
extracelular (Thomsen etal., 2012a) que al ser liberado al ambiente éste puede
sobrevivir desde horas hasta miles de afios dependiendo del entorno ambiental
(Thomsen & Willerslev, 2015). Desde sus inicio de la decada de 1980, la aplicacion de
este metodo se ha ampliado a muchos tipos de animales, incluidos anfibios, peces,
moluscos, insectos y crustaceos, en diversos ecosistemas como lagos, rios y océanos
(Doi et al., 2015 ; Diaz Ferguson & Moyer, 2014).



Las investigacion se ha centrado no solo en las aplicaciones de eDNA para mas
especies, sino también en cuestiones fundamentales como la persistencia y dispersion
del eDNA en diferentes entornos y sustratos, las probabilidades de deteccion y la
relacion entre el eDNA y la densidad de organismo (Jelger Herder, 2014). La
persistencia del ADN se puede definir como la continuidad del ADN después de la
eliminaciéon de su fuente (Dejean etal., 2011a). Una vez el ADN es liberado al
ambiente, puede persistir, absorberse en particulas organicas e inorganicas, degradarse
o transformarse (Diaz Ferguson & Moyer, 2014). Varios factores pueden afectar la
degradacidn de este ADN; las nucleasas enddgenas, el agua, la radiacion UV y la accion
de bacterias y hongos que en el medio ambiente contribuyen su desintegracion (Dejean
etal., 2011a).

En ambientes marinos y de agua dulce, la persistencia de eDNA puede variar
considerablemente entre los estudios, desde unas pocas horas (Pilliod et al., 2014 ;
Buxton et al., 2017) hasta un mes (Turner et al., 2015b), dependiendo del ambiente
estudiado (Buxton et al., 2018a) y el método utilizado para la deteccion de ADN
(Strickler et al., 2015). Sin embargo, cuando se incorpora el eDNA a los sedimentos,
la persistencia de eDNA puede ser superior a meses (Turner et al., 2015b) o incluso
afios (Buxton et al., 2017a). El ADN extracelular puede unirse a particulas y compuesto
hdmicos puede favorecer a la adsorcion de ADN (Dell’ Anno & Corinaldesi, 2004). Los
acidos humicos, es una clase heterogénea de moléculas derivadas de la degradacion de
varias biomoléculas, son capaces de unir el ADN a través de puentes cationicos. En
consecuencia, el sedimento puede ser una fuente valiosa pero ain no probada de eDNA
(Buxton et al., 2018Db).

De igual manera, la probabilidad de deteccion depende de la densidad de la especie y
de la relacién entre el ADN liberado por el organismo y el ADN degradado por factores
ambientales (Buxton etal., 2017a). Varios estudios han demostrado correlaciones

positivas entre densidad y la concentracion de eDNA en diferentes organismos



acuaticos (Chambert et al., 2018). Por ejemplo, un estudio de la carpa comun en una
laguna japonesa indicoé que la concentracion de eDNA se correlaciona con la
abundancia de peces (Takahara et al., 2012). Mientras tanto, un estudio en un lago
Minnesota de EE. UU,sobre la carpa comun encontré resultados similares, con una tasa
de deteccion y una concentracion de eDNA que se correlacionan positivamente con la
abundancia de peces (Eichmiller et al., 2014), al igual que Pilliod (2013) y Thomsen
(2012b) que también han encontrado correlaciones similares con maltiples especies de

anfibios.

Por lo anteriormente expuesto, este método, es una herramienta prometedora para la
deteccidn temprana de especies invasoras (Goldberg et al., 2013b). Considerando que,
la adaptacion y expansion de estas especies constituyen una amenaza ecoldgica y
econdmica para la biodiversidad. Es importante su deteccion en una etapa inicial para
combatir con éxito la propagacion de éstas especies, ecolégicamente dafiinas (Klymus
etal., 2015 ; Takahara et al., 2013). Dependiendo de la concentracion y la persistencia
de eDNA, las muestras de sedimentos podrian ser mas Utiles que las muestras de agua

para monitorear estas especies (Turner et al., 2015b)

Esta investigacion pretende determinar y evaluar como la concentracion de eDNA de
P. reticulata cambia con relacion al tiempo después de la eliminacidn de esta especie.
Ademas, como se relaciona la concentracion del eDNA con la densidad de individuos
en muestras recolectadas tanto de agua como de sedimentos. Datos que se obtendran
aplicando técnicas de qPCR y PCR convencional. El analisis de la concentracion entre
dos ambientes proporcionara informacion precisa en cuanto a datos para monitorear
especies invasoras en lagos. Ademas, la informacion obtenida en la presente
investigacion podra contribuir al desarrollo de protocolos fiables y repetibles para
muestreo, extraccion, purificacion y amplificacion del eDNA en ambientes acuéaticos y

sedimentarios. Asimismo, este estudio contribuira con el cumplimiento de los objetivos



del proyecto ‘Pilot study on DNA-based biomonitoring in the Amazon River Basin’

del programa VLIR-OUS, de la cual forma parte esta investigacion.

Pregunta directriz
¢El eDNA es un método capaz de detectar la presencia de P. reticulata a baja

densidades en agua y sedimento?

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general
Determinar la concentracion del eDNA de P. reticulata en sedimentos acuéticos y

aguas superficiales.

1.1.2 Objetivo especifico
- Estandarizar el método de extraccion y purificacion del eDNA de P. reticulta
en sedimentos acudticos y aguas superficiales.
- Cuantificar la concentracion del eDNA de P. reticulata mediante la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real.
- Evaluar larelacion entre la concentracion de eDNA de P. reticulata, la densidad
de individuos y el tiempo de permanencia del ADN en aguas superficiales y

sedimentos acuaticos.

1.2Hipotesis
La concentracion del eDNA de P. reticulata permite estimar la densidad poblacional

de especies invasoras.



CAPITULO 11

REVISION LITERARIA

2.1 Especies invasoras

De acuerdo a la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza una especie
invasora es aquella especie que ha sido introducida de forma intencional o accidental
en lugares fuera de su habitat natural, y que tiene la capacidad de establecerse y
adaptarse produciendo cambios en la composicidn, estructura y procesos de los
ecosistemas tanto terrestres como acuaticos (Alvarado, 2016). Convirtiéndose en una
amenaza para especies endémicas y en peligro de extincion (Simberloff et al., 2013).

2.1.1 Impactos ecologicos.

Los impactos ecoldgicos en los ecosistemas varian significativamente dependiendo del
tipo de especie, la magnitud de invasion y la vulnerabilidad de los ecosistemas
invadidos. Segun Simberloff et al., (2013) , los principales impactos ademas de la
pérdida de biodiversidad se encuentra la alteracién de las caracteristicas quimica del
agua, alteracion de los procesos biogeoquimicos y alteracion de redes troficas (Mora,
2001).



2.1.2 Poecilia reticulata

P. reticulata es una especie de pez nativo del Caribe y noreste de Sudamérica. Habita
en zonas de corriente baja tales como rios, lagos y charcas. Es conocido cominmente
como guppy, lebisteso o pez millén por su alta tasa de reproductividad. Fue descubierto

por Wilhelm Peter, 1959, su taxonomia se describe en la Tabla 1.

Tabla 1
Taxonomia de la especie

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Actinopterygii

Orden:  Cyprinodontiformes
Familia:  Poeciliidae
Género:  Poecilia

Especie: P. reticulata, Peters, 1859

Fuente. Jordan (2008)

Los guppys son peces ovoviviparos, es decir las hembras desarrollan los huevos en su
interior hasta que estos estan en etapa maduros. Esta especie ovula cada tres dias y

alumbran aproximadamente cada veintiocho dias.

Figura 1. Especie P. reticulata; macho y hembra



Su cuerpo suele alcanzar, en promedio, de 3.5 centimetros en etapa adulto (Figura 1),
(Lindholm et al., 2005). Su dieta se basa en pequefios insectos, zooplancton, algas,
detritos bentonicos, asi como también de una amplia gama de huevos de peces nativos
de zonas invadidas (Jordan, 2013). Estos son capaces de adaptarse a condiciones de pH
5-9, salinidad de 0-45 ppt y a temperaturas de 24-29°C.

2.2 ADN ambiental (eDNA)

El ADN Ambiental (eDNA, por su nombre en inglés) es el material genético (ADN
nuclear o mitocondrial) liberado por organismos al ambiente a través de procesos como
el desprendimiento de células, la excrecion de moco, la defecacion y mudas de piel
(Eichmiller et al., 2014). Este ADN se puede extraer de muestras ambientales como
suelo, agua, sedimento, entre otras (Herder et al 2014). EI eDNA esta compuesto por
ADN intracelular (contenido en las células vivas) y ADN extracelular o restos celulares
procedentes de la lisis celular, excrecidon o secrecion (Herder, 2014; Pilliod, 2013).
Combinado con las herramientas genéticas modernas, el eDNA ofrece un medio no
invasivo para identificar especies o comunidades asociadas con el entorno del cual se
extrae el ADN (Seymour, 2019).

El eDNA se ha utilizado desde mediados de la década de 1980 para la deteccion de
comunidades bacterianas en sedimentos marinos (Ogram et al., 1987). Sin embargo, no
fue hasta 2008, cuando investigadores franceses aplicaron por primera vez el método
de eDNA para confirmar la presencia de una especie acudtica invasora (Rana
catesbiana ) de muestras de agua en un sistema lético natural (Diaz Ferguson & Moyer,
2014). Desde sus inicios, los esfuerzos de investigaciones han demostrado que muchos
factores pueden influir en la cantidad de material genético liberado por los organismos
en sus entornos (Barnes & Turner, 2015). Factores bioticos y abidticos como las
nucleasas enddgenas, la radiacion UV, pH, temperatura y la accion de bacterias y

hongos contribuyen en la desintegracion del eDNA (Dejean et al., 2011a).



De manera general, el comportamiento del eDNA depende de cuatro dominios: origen,
estado, transporte y destino (Turner et al., 2015b). El origen de eDNA, describe sus
fuentes fisiologicas, cominmente usadas como heces, orina, gametos, piel entre otras
(Turner et al., 2015b). El estado de eDNA, describe sus formas fisicas, como las
moléculas de ADN unidas a particulas o disueltas libremente (Turner et al., 2014). El
transporte de eDNA, se refiere al movimiento después de abandonar el organismo de
origen, incluido el asentamiento y el flujo en corrientes (Barnes & Turner, 2016) .
Finalmente, el destino de eDNA, describe su transformacion de ADN gendmico intacto
dentro de células vivas en fragmentos de ADN pequefios para su identificacion (Barnes
etal., 2014).

2.2.1 Persistencia del eDNA.

Se entiende como persistencia del eDNA, la continuacion de los fragmentos de ADN
en el tiempo, una vez liberado al medio ambiente (Dejean etal., 2011b). Los
fragmentos de ADN expuestos al ambiente se degradan rapidamente en fragmentos
mas cortos, que rara vez supera los 150 pares de base (Deagle etal., 2006). La
influencia de factores bidticos y abidticos sobre el eDNA puede provocar su
degradacion o transformacion, asimismo, puede persistir, ser adsorbido en particulas
organicas e inorganicas ( Thomsen et al., 2012 , McKelvey et al., 2016, Valentini et al.,
2016), SPYGEN, sf).

La persistencia del eDNA en diferentes entornos (marinos, agua dulce o terrestre) y en
diferentes sustratos (agua, suelo y sedimentos) puede variar considerablemente (Jelger
Herder, 2014). En ambientes marinos y de agua dulce el eDNA puede variar de horas
(Pilliod et al., 2014 ; Buxton et al.,, 2017) hasta meses (Turner et al., 2015b),
dependiendo del ambiente estudiado (Buxton et al., 2018a) y el método utilizado para

la deteccion de ADN (Strickler et al., 2015). En sedimentos y suelos terrestres, una
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proporcion muy baja de ADN puede persistir durante largos periodos, absorbido a
particulas organicas e inorganicas que lo protegen de varios agentes de degradacion
(Jelger Herder, 2014). En ambientes acuaticos, las particulas acuosas que contienen
eDNA suelen superar (>1 um), su gran tamafio impide que permanezcan suspendidas
indefinidamente en la columna de agua, lo que conlleva a su sedimentacion (Turner
et al., 2015b). EI eDNA puede persistir durante dias a miles de afios, dependiendo de

las condiciones iniciales de concentracion y degradacion (Levy-Booth et al., 2007a).

2.2.2 Aplicaciones del eDNA.

El ADN ambiental (eDNA) es una metodologia que muestra una promesa para la
deteccidn de especies exoticas invasoras (AlIS) en las primeras etapas de la introduccion
0 cuando se encuentran en densidades bajas (Hulme, 2006;Rees et al., 2014), incluso,
para el monitoreo de especies raras 0 en peligro de extincion (Cowart et al., 2018).
También, se ha aplicado en estudios de persistencia de eDNA y en estimaciones de la
biomasa y distribucion de las especies (Rees et al., 2014). De la misma manera, el
monitoreo y la conservacion de las poblaciones acuaticas (Rees etal., 2014).
Asimismo, en los campos de ecologia marina y biologia de conservacién, e incluyen
analisis forense de ADN de vida silvestre y patrones histéricos de distribucion de

especies (Diaz-Ferguson & Moyer, 2014).

2.2.3 Proceso de estandarizacion del método eDNA

ElI ADN ambiental (eDNA) se utiliza para detectar la biodiversidad mediante la
captura, extraccion e identificacion de ADN derramado al medio ambiente. Sin
embargo, los protocolos de captura y extraccion de eDNA varian ampliamente entre
los estudios. Este uso de diferentes protocolos puede sesgar los resultados de deteccion

y podria obstaculizar significativamente el uso confiable de eDNA para detectar la
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biodiversidad (Deiner et al., 2015). En la Figura 2 se presenta de manera resumida las
etapas que conlleva la estandarizacion del eDNA.
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Figura 2. Proceso de estandarizacion del eDNA

- Coleccion de la muestra

Los estudios proponen dos enfoques principales de muestreo, ambos basados en la

concentracion del ADN a partir de diferentes volimenes de agua (Jelger Herder, 2014).
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- Extraccion de ADN

Las muestras ambientales son procesadas en el laboratorio, donde se someten a una
etapa de extraccion de ADN (Champlot et al., 2010). La extraccion o el aislamiento del
ADN es una técnica para extraer o liberar el ADN de las células. Este ADN sufre
procesos de lisis celular, inactivacion de nucleasas, precipitacion de proteinas,
eliminaciéon del ARN y precipitacion-purificacion del ADN. Se puede utilizar kits

comerciales o protocolos caseros (Jelger Herder, 2014).

- Amplificacion de DNA.

El ADN extraido puede amplificarse usando cebadores especificos para la especie.
Durante la extraccién de ADN, el ADN nuclear, mitocondrial y de cloroplasto de varios
organismos se co-extraen. EI ADN de la especie diana es una pequefia fraccion del
ADN total extraido (Levy-Booth et al., 2007b). Para analizar este ADN en particular,
se pueden utilizar dos tipos de amplificaciones por medio de métodos convencionales
de PCR o PCR cuantitativa (QPCR) (Herder et al., 2014).

1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR convencional, es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica millones de
veces una secuencia especifica de ADN a partir de una sola molécula (Serrato et al.,
2013). Para ello, la reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que
tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN de las células (Tamay de Dios
et al., 2013). Un ciclo de laamplificacion consta de tres etapas: separacion de las hebras
de ADN (desnaturalizacion), union de los iniciadores a una secuencia complementaria
del ADN molde (alineamiento) y la sintesis semicoservativa de una nueva cadena por
adicion de nucle6tidos debido a la accidn de la ADN polimerasa (extension). Cada una

de las etapas estd determinada por una temperatura (Serrato etal., 2013). Los
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elementos importantes en la reaccion son el templado o molde, la enzima, los
oligonuclettidos o primers, los desoxirribonucleétido trifosfatos (dNTPs), el ion
magnesio, una solucion amortiguadora (Mg+) o buffer y H,O (Tamay de Dios et al.,
2013). Al final de la PCR, para saber si la reaccion transcurrio eficientemente, los
amplicones son visualizados a través de una electroforesis en geles de agarosa (Tamay
de Dios et al., 2013).

2. Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Tiempo real (QPCR)

La PCR en Tiempo Real, también Ilamada PCR cuantitativa o gPCR, puede
proporcionar un método simple y sensible para determinar la cantidad de una secuencia
0 gen objetivo que esta presente en una muestra (Thermofisher, sf), aun teniendo una
cantidad muy pequefia de templado, el sistema garantiza una alta sensibilidad,
especificidad y eficiencia. Los reactivos de la PCR en tiempo real son los mismos
utilizados en la PCR convencional pero la enzima, dNTP’s, Mg+, el buffer y el sistema
reportero de fluorescencia para detectar los productos amplificados vienen juntos en
una solucion conocida como “Master Mix”. El reportero de fluorescencia més usado se
Ilama SYBR Green, es una molécula intercalante que tiene afinidad por el ADN de
doble cadenay que al ser oxidados generan una sefial de fluorescencia. La fluorescencia
emitida es capturada en la etapa de excitacidn de cada ciclo y es proporcional al namero
de copias de ADN de doble cadena obtenidas en cada ciclo de la g°PCR (Tamay de Dios
etal., 2013).

El andlisis de la reaccion es el paso final para determinar la cuantificacién genética.
Para ello, los termocicladores estan provisto con un software que genera graficas que
muestran datos para conocer si la reaccion fue exitosa (Tamay de Dios et al., 2013).
Una de estas graficas es la amplificacion, que muestra el curso y el progreso de la
reaccion, y la otra grafica es la curva de disociacién o curva melting, que monitoriza la

cinética de la disociacion de los fragmentos amplificados (Figura 3). Mediante esta
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aplicacion se puede determinar la temperatura de fusion (Tm del inglés melting

temperature) de los amplicones para comprobar su especificidad (Costa, 2004)
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Figura 3. Curva de amplificacién y curva de fusién

El anélisis de la cuantificacion depende de los intereses del investigador a que existe
dos tipos: la absoluta y la relativa. La primera generalmente se utiliza para conocer el
nimero exacto de copias amplificadas o la concentracion precisa de acidos nucleicos
en una muestra (Tamay de Dios et al., 2013). Se puede cuantificar la concentracion de
ADN o ARN diana de manera sencilla, afiadiendo estandares con concentraciones
conocidas y crecientes de ADN diana (curva patron o estandar ) en las amplificaciones
(Costa, 2004). El ciclo en el que se empieza a detectar el aumento de fluorescencia se
denomina punto de corte (Cp, de crossing point) o ciclo umbral (Ct, de threshold cycle)
y es inversamente proporcional a la concentracion inicial de ADN diana presente en la
muestra. Con las concentraciones previamente conocidas de las muestras estandar y

sus Ct correspondientes se dibuja una curva patron (curva de calibracion) (Costa,
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2004); (Figura 4). Esta curva de calibracion permite interpolar directamente los valores
de Ct de las muestras problema y obtener su concentracion. La recta obtenida permite
calcular las concentraciones desconocidas de las muestras usando la ecuacion y

coeficiente de correlacion y porcentaje de eficiencia.

Ecuacion 1. Ecuacion de la recta
Y=ax+b
Donde: y es el Ct medido por el termciclador, x la concentracién inicial de ADN de la

muestra expresada en log , a la pendiente y b el intercepto del eje Y (Pedroarias, sf).
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Figura 4. Construccion de la curva estandar

El valor de la pendiente se utiliza para calcular la eficiencia de la amplificacion de los
primers la cual debe ser superior al 90% para que pueda ser considerada como aceptable
en la experimentacion. La eficiencia de 100% tiene una pendiente de -3.32 y la de 75%

una pendiente de -4, si a >-3 existe contaminacion (Aguilar et al., 2014). Segun Smith
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& Osborn (2009), la eficiencia puede ser calculada directamente por el equipo o se

puede calcular mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion 2. Ecuacion para calcular el % de la eficiencia

% Eficiencia = [(103) — 1]+ 100

El intercepto se utiliza para evaluar la sensibilidad de la reaccion, mientras menor sea
el valor Ct mayor serd la sensibilidad del sistema (Martinez Rodriguez et al., 2009). La
recta de calibracion para estos valores medios puede definirse gracias a una regresion
lineal con un determinado coeficiente de correlacion (R?) que, para ser considerado de
calidad, debe poseer un valor minimo de 0.9999 (Flores et al., 2015).

- Disefio y validacion de primers especificos.

Los cebadores deben ser disefiados considerando la rapida degradacion del ADN, con
el fin de mejorar la probabilidad de deteccion. Los primers utilizados en la PCR son
validados in silico (analisis bioinformatico), in vitro (a partir de muestras de tejido) e
in situ (en los sitios donde la especie es conocida por estar presentes en diferentes

densidades de ser posible en minimo 3 puntos) (Herder, 2014).
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS

En esta seccion se describe los materiales, métodos y técnicas que se usaron para el

cumplimiento de los objetivos planteados en esta investigacion.

3.1 Caracterizacion del area de estudio

La fase de campo del estudio se realizé mediante la toma de sedimento de la orilla del
lago y ejemplares de Poecilia reticulata del lago Yahuarcocha, ubicado a 5 km al
noreste de la ciudad de Ibarra (X 17824310 E Y 0042128 N), a una altitud de 2200
msnm (Figura 5). La muestra de sedimento fue tomada de la orilla del lago utilizando
una pala redonda y un balde industrial de 4 L, su recoleccion se realiz6 de un punto al
azar del lago porque la P. reticulata se encuentra distribuida a lo largo del perimetro
del lago Yahuarcocha. Una vez recolectado, el sedimento fue transportado al
laboratorio LABINAM para su posterior uso en la parte experimental de la

investigacion.

Por otra parte, los peces se colectaron con una red conica para zooplancton de 100 pm,
los cuales fueron ubicados en baldes industriales de 4 L previamente llenos con agua
del lago, con el fin de evitar el estrés de los individuos. Los peces fueron transportados
al laboratorio LABINAM a una pecera de 120 L con dimensiones de largo 64 cm, ancho
32 cm vy alto 32 cm. La pecera permanecio con aireacion constante por 24 horas con

agua del lago, transcurrido este tiempo de aclimatacion, el agua del lago fue sustituida



por agua potable (dejada en reposo durante una semana con el fin de evaporar el cloro).
Los peces permanecieron en la pecera hasta su utilizacion en la parte experimental de

la investigacion.
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Figura 5 Mapa de ubicacion del area de estudio

La parte experimental de este estudio se llevo acabado en conjunto, entre el Laboratorio
de Investigaciones Ambientales “LABINAM”-Universidad Técnica del Norte y el

laboratorio de Biologia de la Universidad San Francisco de Quito.

3.2 Estandarizacion de la extraccién y purificacién del eDNA de P. reticulata en

sedimentos acuaticos y aguas superficiales

Para estandarizar la extraccion y purificacion de eDNA se elaboraron protocolos y
metodologias para: coleccion de muestras, extraccion y cuantificacion del ADN, disefio
de primers, amplificacion del ADN mediante PCR y analisis de los resultados. Estos
procedimientos fueron aplicados para muestras de tejido de la especie, agua y

sedimento.
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3.2.1 Coleccién de muestras

Se colectaron 3 tipos de muestras: muestra de tejido, agua y sedimento. Para la muestra
de tejido, se seleccionaron tres individuos de aproximadamente 3 cm de largo. Cada
individuo vivo fue introducido en 10 ml de etanol al 75% durante 10 minutos o hasta
su muerte. Posteriormente, utilizando bisturi y pinzas estériles se extrajo 0.01 g de
tejido de la zona de la cola y la aleta (por su facilidad de toma de muestra y extraccion
de ADN a comparacion de muestras de escama o higado) (Wasko et al.,2003; Lopera-

Barrero et al., 2008) y se los coloc6 en micro-tubos eppendorf de 1.5 ml.

Las muestras de agua se colectaron de la pecera establecida en el laboratorio. Usando
un vaso de precipitacion estéril de 500 ml se tomé dos alicuotas de 150 ml de agua;
estos volumenes de agua se vertieron en dos frascos de tapa rosca azul, los cuales
previamente fueron esterilizados y rotulados. A continuacion, se tomo dos alicuotas de
200 ml de agua siguiendo el procedimiento anterior segun lo recomendado en Geerts
et al.(2018) y Jeunen et al. (2019).

Las muestras de sedimento fueron tomadas de la pecera establecida en el laboratorio.
Se disefid un dispositivo colector de muestras utilizando como modelo el equipo
multisampler (Maser, s.f.), el dispositivo consistia en tubo de vidrio de didmetro 8 mm
y, 45 cm de longitud. Este equipo permitié tomar muestras de sedimento sin perturbar
la interfase agua-sedimento. Se introdujo el equipo en la pecera, se tom6 muestras
Unicamente de sedimento, y se evitd extraer agua. Se colectaron un total de doce
muestras de 0.390 (£ 0.1) g, las cuales fueron puestas en micro-tubos eppendorf de 2
ml estériles (Turner et al., 2015b).
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3.2.2 Método de extraccion, cuantificacion y analisis de la integridad del ADN

Para la extraccion de ADN a partir de muestras de tejido se utilizo el protocolo de

purificacién MasterPure™ de Epicentre ® siguiendo instrucciones de fabrica.

Para la extraccién de ADN a partir de agua, se utilizo filtros de nitrocelulosa (Porafil),
tamano de poro de 0.47 um y 47 mm de didmetro utilizando una bomba de vacio. Para
maximizar la recuperacion de eDNA retenido cada membrana fue cortada en pequefios
pedazos, cada una fue colocada en diferentes tubos eppendorf de 1.5 ml debidamente
rotulados. Para ello, se uso pinzas y tijeras estériles, (Figura 6). Por cada volumen se
incluyd un control negativo de 200 ml de agua ultra pura (Tipo 1) a fin de descartar
contaminacion en el proceso de extraccion de ADN, este control se tratdé como una

muestra como lo recomienda Turner et al., (2015).

-
-

Figura 6. Proceso de extraccion de eDNA de muestras de agua
a) Filtracién de muestra, b) corte de membrana y c) extraccién de ADN

Los tubos con pedazos de membrana se sometieron a un proceso de extraccién de ADN
utilizando el protocolo de purificacion MasterPure™ de Epicentre ® siguiendo las
instrucciones del fabricante con algunas adaptaciones en los volumenes de las
soluciones y tiempos segln lo recomendado en Geerts et al., (2018). A cada muestra se
afiadio 1.3 pl de proteinasa K en 400 pl de solucion de Tissue and Cell Lysis y se agitd
vigorosamente durante 5 minutos. La solucion se incubd a temperatura ambiente

durante 12 horas.
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Transcurrido este tiempo, la solucion se incubd a 65°C en bafio maria durante 40
minutos agitando vigorosamente cada 10 minutos en vortex. Toda la solucion se
transfirio a nuevos micro-tubos Eppendorf de 1.5 ml estériles y se desechd los tubos
con los restos de la membrana. Se agreg6 1.3 pl de concentracion 5 pg/ ul RNAsa, se
mezcldé vigorosamente y se incubd a 37°C por 30 minutos, después se dejo enfriar
durante 15 minutos. Posteriormente, 223l de la solucién de precipitacion de proteinas
(MPC) se afadid, se agitdé vigorosamente durante 10 segundos y a continuacion se
centrifugd a 4°C a 13000 rpm por 10 minutos. Las proteinas precipitaron formando un
sedimento blanco. Con cuidado se retird el sobrenadante sin perturbar el sedimento

blanco, el sobrenadante obtenido se coloco en micro-tubos eppendorf de 1.5ml.

En la fase de precipitacion del ADN se afiadio 300 ul de isopropanol frio en el
sobrenadante y se invirtio el tubo manualmente 40 veces, en este paso el ADN se hizo
visible a manera de pellet. Cuidadosamente se descartdé el sobrenadante dejando
unicamente el pellet. Al pellet se agreg6 300 ul de etanol frio al 70% y se centrifugd
durante 1 minuto a 13000 rpm, este proceso de lavado se realiz6 3 veces para eliminar
restos de isopropanol. El etanol al 70% se descartdé cuidosamente y se invirtié los
micro-tubos sobre papel secante durante 30 minutos o hasta que el pellet este seco.
Finalmente, se re suspendid el ADN en 25 pl de agua esteéril libre de nucleasas y se

almacend a -10°C para su cuantificacion.

Igualmente, en la extraccion de eDNA a partir de muestras de sedimento se utilizé el
protocolo MasterPureTM epicentre® modificado. En el protocolo se modificd el
volumen de la proteinasa y RNAsa a 3ul segun lo recomendado en Coyne et al., (2006);
Coyne et al., (2001) y Turner et al., (2015). Se procesaron un total de cuatro muestras
de sedimento, ademas de un control negativo que fue tratado igual que las muestras, en
el control negativo se us6 200 pl de agua ultra pura (Tipo 1) sin ADN (Turner et al.,
2015).
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e Cuantificacion y analisis de la integridad del ADN

Una vez extraido el ADN de las muestras de tejido, agua y sedimento se cuantifico el
ADN gendmico por espectrofotometria, para su posterior uso en la amplificacion por
PCR. La pureza y concentracion del ADN genomico de las muestras de tejido, agua y
sedimento se midid utilizando el espectrometro de microvolumen Colibri UV-VIS
MARCA Titertek-Berthold. El equipo posee un software integrado que le permite
calcular la concentracién en ng/pl y la pureza basandose en la absorbancia A (o
densidad éptica, DO) de luz ultravioleta (Somma, sf). En la concentracién de ADN
toma los valores de absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260 nm. Mientras
larelacion de absorbancia A260/A280 arroga valores de la pureza de las muestras, dado
que las proteinas absorben a 280 nm. Las preparaciones puras de ADN deben tener un
valor 1,8 a 2. Los valores inferiores a este rango son indicativos de contaminacion con
proteinas o fenol (Quaquebeke, 2015). Una vez encerado el equipo con 1ul de agua
estéril, las mediciones se llevaron a cabo por duplicado, para ello se agregd un 1pul de
cada muestra en el equipo y se corrio el programa, cabe destacar que no se realizo

diluciones.

La integridad del ADN se visualizé por electroforesis, se corrié el ADN genémico por
electroforesis para tener una apreciacion cualitativa de la integridad del ADN (Lopera-
Barrero et al., 2008b) para ello se prepard geles de agarosa. Se midié 50 ml de buffer
TBE 1X (Tris, Borato, EDTA) y se mezclé con 0.75g de agarosa para preparar un gel
al 1%. Para la corrida electroforética, se programé la camara de electroforesis a 100
voltios por 30 minutos. Se realizd una corrida electroforética para cada muestra de
tejido, agua y sedimento. Los geles se visualizaron en el transiluminador Safe Imager™

2.0.
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3.2.3 Elaboracion de primers especificos para la especie

Los primers de P. reticulata fueron disefiados en esta investigacion a partir del gen
citocromo b (cybt) mitocondrial. Para su elaboracidn, se seleccion6 una secuencia en
la base de datos GenBank de nimero de acceso KP699838.1 (GenBank, 2016). Se cred
una secuencia consenso inclusiva que incorporo toda la variabilidad dentro de las
especies para una especie en una region conocida de ADN. Se escogié ADN
mitocondrial porque es mas abundante que el ADN nuclear y hay mas datos de

secuencias disponibles (Pilliod, Goldberg, Laramie, et al., 2013).

La region seleccionada se ingresd en el software Primer3 version 4.0.0, donde se
consider6 que la longitud del fragmento se encuentre entre 18-25 pb, el porcentaje de
GC entre el 45-60% Yy el tamafio del amplicon no supere los 150 pb ( Jelger Herder,
2014); (Tabla 2).

Tabla 2
Caracteristicas fisico-quimicas de los primers
Caracteristicas Forward Reverse
Nombre PoRet PoRet
Secuencia AGGATTATGCCTAGT TGCCC CTCCATTAGCGTGTATGTTGCG
Longitud (pd) 20 22
Contenido de GC (%) 50 50
Temperatura 54.5 56.2
Peso molecular(g/mol) 6108 6732.4

Fuente: OligoAnalyzer, (2020)

La especificidad de los primers: forward y reverse a nivel de especie se analizo
mediante in silico utilizando los programas OligoAnalyzer y NCBI BLAST. En estos
programas se tomo en cuenta el porcentaje de identidad, E-value, la cobertura de la

secuencia diana como principales parametros para determinar la complementariedad
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de las bases nucleotidica entre las secuencias de P. reticulata y las secuencias de

primers, para asegurarse que no se presente homologia con otros generos o especies.

3.2.4 Amplificacion del ADN mediante PCR

En la técnica de PCR se estandarizé la temperatura de los primers (Tm), tipo de ADN
polimerasa y deteccion de ADN en muestras de agua y sedimento.

Para estandarizar la temperatura de amplificacion de los primers, se varid su
temperatura de hibridacion por gradiente en 63, 64.3, 64.9, 65, 65.5 y 66°C. Se us6 el
equipo Mastercycler® nexus gradient-Eppendorf, modificado con las condiciones de
reaccion: 95°C por 2min, 35 ciclos de 95°C por 1min, gradiente por 1miny 72°C por
1.30min, 72°C por 5min. Este proceso se realizo6 utilizando ADN extraido de muestra
de tejido. En la Tabla 3, se detalla los componentes utilizados en la reaccion maestra
de PCR.

Tabla 3
Reaccion maestra
Componentes Volumen final/ R
Green GoTag® 5X 5ul
Forward Primer10uM 0.4ul
Reverse Primer 10uM 0.4ul
ADN 10ng/ul 0.5ul
Agua 3.8ul
Volumen final 10ul

Fuente: Adquirido de la casa comercial Promega

Para la amplificacion de ADN de muestras de agua se utilizé dos reacciones maestras,
en el cual se vario el tipo de ADN polimerasa. Esto se debi¢ a la alta sensibilidad que
posee el eDNA y se considerd gque la TagMan® Environmental Master Mix 2.0 al ser
especifica para ADN extraido de muestras ambientales tendria mejores resultados en

comparacion con Green GoTag® 5X (ThermoFisher, s. f.); (Tabla 4). Las condiciones
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de reaccion fueron: 95°C por 2min, 35 ciclos de 95°C por 1min, 66° C por 1miny 72°C
por 1.30min, 72°C por 5min. Al finalizar, el resultado de la PCR se amplifico en geles

de agarosa y se visualiz6 con un transiluminador Safe Imager™ 2.0

Tabla 4
Reaccién maestra
Componentes Volumen Final
TagMan®/Green GoTag®5X 5ul
Forward Primer 10uM 0.4ul
Reverse Primer 10uM 0.4ul
ADN 10ng/ul 1ul
Agua MilliQ 3.2ul
Volumen Final 10ul

Fuente: Adquirido de la casa comercial promega

Se utiliz6 las mismas condiciones del equipo y de reaccion maestra (Tabla 4) para
amplificar ADN de muestras de sedimento, pero, en este caso se utilizd Unicamente la

TagMan® Environmental Master Mix 2.0.

3.3 Cuantificacion de la concentracion del eDNA mediante gPCR

Con el fin de evaluar y comparar como la concentracién de eDNA cambia en relacién
al tiempo y la densidad de los individuos en muestras recolectadas tanto de agua como
de sedimentos, en primer lugar, se disefié un experimento in vitro utilizando 9 peceras
con dimensiones: ancho 20, largo 40 y alto 30cm. El experimento in vitro permanecid
a temperatura ambiente y expuesto a luz natural. Las peceras tuvieron agua, sedimento
y peces con diferentes densidades (numero de individuos). En segundo lugar, una vez
armado el experimento, se establecieron dias de muestreo, que consistié en tomar
muestras tanto de agua como sedimento en determinados dias utilizando los protocolos
establecidos y descritos en el apartado 3.2.1. En tercer lugar, se extrajo el ADN de estas

muestras utilizando los protocolos descritos anteriormente. Y finalmente, se conocio la
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concentracion del eDNA de la especie P. reticulta mediante la cuantificacion absoluta

de las muestras con la curva estandar en la PCR en tiempo real o qPCR.

3.3.1 Experimento in vitro

Las peceras fueron lavadas con detergente y abundante agua potable, una vez retirado
todo el detergente se enjuagaron con agua destilada y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Mientras tanto, se preparé el sedimento, que consistié en agregar 500gr en
baldes pequefios autoclavables y fueron autoclavados a presion 1.5 psi por 30 minutos.
Se esterilizo 1kg de sedimento por nimero de pecera. Posteriormente, el sedimento se
almaceno en las 9 peceras y se dejo enfriar por 24 horas. A continuacion, se agrego 9

litros de agua destilada en cada pecera y se dejo reposar por 24 h.

Transcurrida las 24 horas, se establecid tres tratamientos de densidades de individuos
y tres réplicas de cada tratamiento (Tabla 5). Los peces permanecieron en las peceras
por 6 dias, cumplido este tiempo fueron retirados. EI primer dia de muestreo inicio al
sexto dia de la introduccién de los peces, el siguiente muestreo se hizo al 1 dia después
de haber retirado los peces y el Gltimo muestreo al sexto dia. Se tomaron 36 muestras

de agua y 36 de sedimento en total, utilizando los protocolos antes descritos.

Tabla 5
Densidad de individuos por tratamiento
Réplicas Tratamientos
1 2 3
B 30 peces 15 peces 10 peces
C
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a. Materia orgénica del sedimento

Para determinar el % de materia organica, el sedimento fue sometido a un proceso de
pérdida de peso por ignicion (LOI). Se utilizé la metodologia descrita por Dean (1974),
que se basa en el calentamiento continuo de las muestras a diferentes temperaturas en

un horno provocando la perdida de agua estructural, sales y carbono organico.

Se pes6 100g (crisol+ muestra de sedimento), luego se sometio a una temperatura de
110°C, durante aproximadamente 10horas en una mufla-Thermolyne™. Transcurrido
el tiempo se retird y peso (crisol + muestra de sedimento). La muestra (crisol+ muestra
de sedimento) se volvié a someter a una temperatura de 550°C por 6 horas, la materia
organica experimento un proceso de combustion provocando la formacion de CO, y
cenizas. Finalmente, se retird de la mufla, se enfrio y nuevamente se pes6 (crisol+

muestra de sedimento), (Figura 7).

Figura 7. Proceso de ignicién
a) peso inicial del sedimento, b) muestra a 100°C, c)

muestra a 500°C, d) peso de cenizas
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El % de materia organica se calculé mediante la ecuacion 3 descrita en el trabajo de
Marin & Antonio (2003).

Ecuacion 3. LOlsso= ((DW110-DWss0) /[DW110) X 100
Donde:
DWo110: representa el peso seco de la muestra antes de la combustion a 110°C.

DWsso: representa el peso seco de la muestra después de la combustion a 550°C.

3.3.2 Estandarizacion de la PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real o gPCR se implementd para la deteccion y cuantificacién del
eDNA de P. reticulata de muestras de agua y sedimento. La técnica mediante una curva
estandar comparG la concentracion desconocida de eDNA de las muestras del
experimento y determind sus valores. En la técnica de gPCR se estandarizo la

temperatura de los primers (Tm), volumen final de reaccion y la curva estandar.

a. Temperatura de amplificacion de primers

La estandarizacion de la gPCR se realizdé mediante el equipo QuantStudio 3 Real-Time
PCR System, Tiene una tecnologia Veriflex™ que permite trabajar con tres zonas de
temperatura independiente para la optimizacion de la PCR. Con el fin de determinar la
temperatura Optima de amplificacion de los primers, se varié por gradiente la
temperatura de hibridacién 60°C, 63°C y 66°C. En la estandarizacion se utiliz6 ADN
extraido de muestras de tejido con concentracion 10 ng/ul y la reaccion maestra descrita
enla

Tabla 6. Las condiciones de reaccion del sistema fueron: 50°C por 2min, 95°C por
10miny 35 ciclos de: 95°C 15seg y 60°C por 1min. La reaccion maestra se prepard en
una zona estéril utilizando una cdmara de flujo laminar, exceptuando el ADN, éste, se

agrego a la reaccion maestra fuera de la cdmara. Para este procedimiento se uso
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microtubos de 0.1 ml (applied biosystems™) disefiados para el equipo QuantStudio 3
Real-Time PCR System.

Tabla 6
Reaccion maestra de qPCR

Componentes Cantidad
SYBR® GreenER ™ qPCR SuperMix Universal 12.5pl
forward primer, 10 uM 0.5l
reverse primer, 10 pM 0.5 ul
ROX 0.5 pl
ADN 10ng
Agua estéril !
Volumen total 25ul

Fuente: Adquirido de la casa comercial ThermoFisher.

b. Volumen final de reaccion

Con la finalidad de optimizar reactivos, se prepar6 dos reacciones maestras con
diferentes volimenes finales: 25ul y 10pul. Se mezcl6 los componentes de reaccién en
una zona estéril utilizando una cdmara de flujo laminar, partiendo del protocolo general

establecido por SYBR® GreenER ™ qPCR SuperMix Universal, (Tabla 7).

Tabla 7
Reaccién maestra de qPCR. Comparacion de volimenes de reaccion final

Componentes Cantidad Cantidad
SYBR® GreenER ™ qPCR SuperMix Universal 12.5ul 5ul
Forward primer, 10 uM 0.5 ul 0.2
reverse primer, 10 uM 0.5 ul 0.2
ROX 0.5 ul 0.2
ADN 10ng
Agua estéril Ll 4.4ul
Volumen total 25ul 10ul

Fuente: Adquirido de la casa comercial ThermoFisher
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c. Construccion de la curva estandar

Los experimentos de curva estdndar determinaron la cantidad absoluta del gen diana
en una muestra. Se construyo la curva a partir de dilaciones seriadas de una cantidad
conocida de ADN. EI ADN extraido de muestras de tejido previamente descrito en el
apartado 3.2.2. Se seleccion6 una muestra y se cuantifico por espectrofotometria, para
ello se usoé el equipo Epoch 2 Microplate Spectrophotometer — MARCA biotek. Una
vez conocida la concentracion y calidad, se diluyé el ADN a una concentracion de
20ng/ul en volumen de 50 pl., a partir de ésta concentracion se desarroll6 las siguientes
diluciones que tuvieron una relacién 1:2. Se generaron seis puntos (20, 10, 5, 2.5, 1.25,
0.62ug/ul) con volumenes finales de 50ul, (Figura 8).Se emple6 la reaccién maestra
descrita en la Tabla 7 con un volumen final 10pl y las condiciones de reaccion del
sistema: 50°C por 2min, 95°C por 10min y 35 ciclos de: 95°C 15seg y 60°C. Se agregd

controles negativos (agua ultra pura, tipo 1).

Standard Curve (Target: PoeRet)

—
M shncard Bl Unimown Il Unknown (Flagged) ‘

Figura 8 Construccion de la Curva estandar
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Una vez estandarizada la curva estandar, se analizaron las 72 muestras (agua y
sedimento) del experimento. En cada ensayo se amplificd 24 muestras por duplicado,
ademas se incluyd las diluciones de la curva estandar, un control positivo (ADN de
tejido) y un negativo (una muestra sin ADN de la especie), segin lo recomendado por
Jelger Herder, (2014). Al final del ensayo se gener6 un documento donde se analizé la

curva de amplificacion, curva de fusion y las concentraciones de las muestras.

3.4 Evaluacion de la concentracion del eDNA

Una vez obtenido los valores de las concentraciones del eDNA tanto de muestras de
agua como sedimento aplicando gqPCR, se disefi0 un experimento para evaluar la
influencia de las variables independientes (densidad de individuos, tipo de muestra
ambiental, y tiempo) en la concentracion de eDNA. Se evaluaron tres factores en
estudio i) tratamiento, ii) dia de muestreo y iii) medio. El primer factor en estudio
(tratamiento) tuvo 3 niveles (30 peces, 15 peces, 10 peces), el segundo factor (dia de
muestreo) consto de 3 niveles (6 dias con peces, 1 dia sin peces, 6 dias sin peces) y el

tercer factor (medio) de 2 niveles (agua, sedimento), (Tabla 8).

Tabla 8
Codificacion de las variables independientes
Variable Descripcion Cdbdigo
Tratamiento 30 peces T1
15 peces T2
10 peces T3
Dia de muestreo 6 dias con peces C1
1 dia sin peces Cc2
6 dias sin peces C3
Medio Agua M1
Sedimento M2
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La variable evaluada fue concentracion de eDNA (ng/ul). Esta variable fue evaluada
mediante un analisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas con arreglo factorial
((tratamiento x tipo de muestra ambiental) +dia de muestreo). Se consideré realizar
cada interaccion por triplicado. Los factores que mostraron significancia estadistica

fueron sometidos a una prueba a posterior de Tukey al 5%.

Considerando que, los datos originales no cumplieron con el supuesto de normalidad

ni con el supuesto de homocedasticidad para los diferentes niveles del medio, se

transform6 la variable dependiente mediante la funcion y= (Ln(1+

2
concentracioén del eDNA (Z—“‘l’) * 1000))5. Adicionalmente, se realizé una prueba de

esfericidad de Mauchly para incrementar la robustez del analisis.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

Para llevar a cabo la estandarizacion del método de extraccion y purificacion del eDNA
en la especie P. reticulta en muestras de agua y sedimento, se utilizd protocolos y
metodologia de coleccion de la muestra, extraccion de ADN, elaboracién de primers y

técnicas de amplificacion (PCR), generando los siguientes resultados:

4.1 Extraccién, cantidad, pureza e integridad del ADN

4.1.1 Muestras de tejido

En cuanto al ADN extraido de las muestras de tejido tanto de aleta como de cola de la
especie en estudio se encontrd que estas presentaron concentraciones de ADN mayores
a 200 ng/ul y la pureza de ADN en las seis muestras se encontr6 dentro del rango de
aceptabilidad de 1.8 y 2 (Tabla 9).

Tabla 9
Concentracion y pureza del ADN extraido de muestras tejido

Tipo de Pureza del ADN Concentracion
tejido Relacién A260/280  de ADN (ng/ul)

Aletal 1.896 302.35
Aleta 2 1.918 299.65
Aleta 3 1.962 303.85
Colal 1.986 236.70
Cola2 1.975 197.00

Cola3 1.977 190.55




La integridad del ADN gendmico basado en el gel de agarosa presentd bandas integras
en todas las muestras, sin embargo, se puedo observar un barrido ligero a lo largo del

gel como se puede ver en la Figura 9.

Coda2 Caia) A dorsal A dorsal Amta

Figura 9. Gel de agarosa al 1% para visualizar la integridad del ADN extraido de tejido
Ldd, marcador molecular de 1Kb; colal-3, ADN de tejido de cola; A. dorsal y aleta 1-2
ADN de tejido de la aleta; CN, control negativo; SM, carril sin muestra.

4.1.2 Muestras de agua

El eDNA extraido de dos volumenes de agua utilizando el protocolo MasterPure
arrojaron concentraciones de aproximadamente 100 ng/ul utilizando el volumen de
agua de 200 ml y 90 ng/ul utilizando el volumen de 150 ml. Las muestras de ADN no
mostraron contaminacion de sales ni residuos proteicos, cumpliendo su indice de
pureza los pardmetros establecidos de 1.8-2, (Tabla 10). Se eligio en el presente estudio
trabajar con el volumen de agua de 200 ml, porque presento mayor concentracion de
ADN (110.35 ng/ul y 146.15 ng/ul).
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Tabla 10

Concentracion y pureza de ADN extraido de agua con volimenes de 150 y 200ml

Volumen Pureza del ADN Concentracién Volumen Pureza del ADN  Concentracion

150ml Relacion de ADN (ng/ul) 200ml Relacion de ADN

A260/280 A260/280 (ng/ul)
AC1 1.819 72.1 AC3 1.927 110.35
AC2 1.886 86.3 AC4 1.991 146.15

Por otra parte, la integridad del ADN extraido de muestras de agua de 200 y 150 mi
presentd signos de degradacion, las bandas revelaron una ligera pérdida de definicion
y un barrido a lo largo del gel (Figura 10).

Figura 10. Gel de agarosa al 1% para visualizar la integridad del ADN
extraido de muestras de agua de 200ml y 150ml

Ldd marcador molecular de 1Kb; AC3-AC4 (ADN extraido de un volumen

de 200ml); CN, control negativo; AC1-AC2 (ADN extraido de un volumen

de 150ml).

4.1.3 Muestras de sedimento
Las muestras de sedimento tratadas con el protocolo MasterPure epicenter modificado

mostraron concentraciones altas de ADN, con promedios aproximados de 350 ng/pul,

su indice de pureza presento datos dentro del rango aceptable de 1.8-2, (Tabla 11).
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Tabla 11

Concentracion y pureza del ADN extraido de sedimento

Muestra  Pureza de ADN Concentracion Muestra Pureza de ADN  Concentracion

Relacién de ADN (ng/ul) Relacién de ADN
A260/280 A260/280 (ng/pl)

17.6 1.78 338.85 3Z.6 1.981 495.12

1Y.6 1.892 209.83 3Y.6 1.872 170.83

1X.6 1.745 344.67 3X.6 1.781 210.23

22.6 1.97 625.21 17.1s 1.841 141.23

2Y .6 1.956 267.91 1Y.1s 1.952 894.4

2X.6 1.823 219.89 1X.1s 1.993 313.34

En cuanto a la integridad de eDNA de muestras de sedimento utilizando el protocolo
MasterPure de epicentre se pudo apreciar en el gel de agarosa una banda Unica sin
signos de degradacion, Figura 11.

Figura 11. Gel de agarosa al 1% para visualizar la integridad del ADN extraido de
muestras de sedimento mediante el protocolo de MasterPure de epicentro.

Ldd, marcador molecular de 1Kb; 1Z.6 — 1X.1s, muestras de sedimento.

4.2 Elaboracion y validacion in silico de primers.

Se elabor6 primers especificos para la especie P. reticulata de 149 pb a partir del gen
citocromo b de ADN mitocondrial, utilizando una secuencia consenso obtenida
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posterior a la alineacion de secuencias de la especie P. reticulata extraidos de la base

de datos GenBank. En la Tabla 12 se detalla las caracteristicas de cada primer.

Tabla 12
Caracteristicas de primers especificos para P. reticulata
Nombre Secuencia Primer 5"-3" Longitud Tm(°C) GC(%) Tamafio
Primer (bp) amplicon
PoRetFwd  AGGATTATGCCTAGTTGCCC 20 59.8 50 149
PoRet Rev CTCCATTAGCGTGTATGTTG 22 60.8 50
CG

Para garantizar que los primers seleccionados amplifiquen la region gendémica de
interés, se evalud la especificidad para la deteccién y la amplificacion del tamarfio del
amplicon. El analisis in silico del par de primers arrojaron un porcentaje de identidad
y de cobertura de la secuencia diana del 100%, los primers forward y reverse
produjeron un E-value de 0.027 para mas del0 secuencias parciales para la especie P.
reticulata (Figura 12). El valor E describe el nimero de visitas que uno puede “esperar”
ver por casualidad cuando busca en una base de datos de un tamarfio particular, cuanto
mas bajo es el valor E, o cuanto mas se acerca a cero, mas “significativa” es la

coincidencia (Hernandez & Valdéz, 2018).

" Valer

(CHCHCRCRCHCR RN

Figura 12. Secuencias del analisis BLAST de los primers: forward y reverse
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4.3 Amplificacion del ADN mediante PCR

La temperatura de hibridacion se seleccion6 tomando en cuenta la intensidad de los
fragmentos amplificados en el gel, mediante la apreciacion cualitativa de las bandas
(Marrero-Dominguez et al., 2016). El par de primers amplificaron un fragmento de 149
pb en todas las temperaturas evaluadas (Figura 13). Sin embargo, a una temperatura de
65°C se aprecié una banda integra de gran tamafio y con mayor intensidad en
comparacion a las otras bandas. Esta temperatura de 65°C se evalué en muestras
ambientales donde amplificd bandas inespecificas en todas las muestras. Sin embargo
estas bandas desaparecieron cuando se aplico una temperara mas alta de 66°C que a
pesar de presentar una banda de menor volumen e intensidad comparada con la de 65°C
generd una mayor estabilidad de la union de los primers, amplificando bandas
especificas de 149 pb en las muestras ambientales evaluadas (Arana Labrada et al.,
2016).

Figura 13. Amplificacion de productos PCR por gradiente de temperatura
de hibridacion de los primers.
Ldd, marcador molecular 100pd; CN7-12, control negativo; Al7-12,
muestras de ADN de tejido

Asimismo, utilizando la temperatura de hibridacion de los primers a 66°C y la reaccion
maestra con la TagMan environmental permitié amplificar un producto PCR de 149 pb
de la especie P. reticulata, como se indica en la Figura 14. En cambio, las muestras
tratadas con la reaccion maestra que contenia la GreenGoTaq no amplificaron. Por
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tanto, se demostro que la TagMan environmental es mas sensible para la amplificar el

ADN de muestras de agua.

Figura 14. Amplificacion de ADN extraido de muestras de agua utilizando la
TagMan Environmental y Green GoTag.
Ldd, marcador molecular 100pd; CN, control negativo; Ac, eDNA extraido de agua.

Con respecto con la amplificacion de productos PCR de ADN a partir de muestra de
sedimento present6 bandas nitidas de tamafio de 149pb (Figura 15). Estos resultados
demostraron que es posible amplificar ADN de P. reticula extraido tanto de muestras
de agua como de sedimento, es decir la técnica de la PCR permiti6 detectar la especie

en muestras ambientales.

Figura 15. Amplificacion de productos PCR de ADN de P. reticulata extraido
de muestras de agua y sedimento.
C+, control positivo (ADN de tejido); Ac1-4, eDNA de agua; Sd, eDNA de
sedimento; C-, control negativo.
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4.4 Cuantificacion de la concentracion del eDNA mediante PCR en tiempo real

Para llevar a cabo la cuantificacion se proceso un total de 72 muestras, distribuidas de
la siguiente manera: 36 muestras de agua y 36 de sedimento utilizando los protocolos
descritos en los apartados “3.2.1” y “3.2.2”. Las concentraciones de ADN genémico
extraido de las muestras de agua en su mayoria presentaron valores mayores a 100

ng/ul, en cuanto a las muestras de sedimento presentaron valores mayores a 200 ng/pl.

En cuanto a la pureza de ADN las 36 muestra de agua mostraron un promedio de 1.907,
lo cual indica que se encuentra dentro del rango de aceptabilidad (1.8-2) en cambio, las
muestras de sedimento arrojaron un promedio de 1.457, valores que se encuentran por

debajo de lo estimado para ser considerado un ADN puro, Tabla 13.

Por otra parte, en el analisis de la materia organica el sedimento presentd un 34.168%

de materia organica, 2.89 de arena y 5.4g de piedras.
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Tabla 13

Concentracion y pureza del ADN de agua y sedimento de muestras experimentales

Muestras de agua

Muestras sedimento

Dias de

muestreo

1 DIA SIN PECES 6 DIAS CON PECES

6 DIAS SIN PECES

Trt

T1

T2

T3

T1

T2

T3

T1

T2

T3

Cadigo

1A.6
1B.6
1C.6
2A.6
2B.6
2C.6
3A6
3B.6
3C.6
1A.1s
1B.1s
1C.1s
2A.1s
2B.1s
2C.1s
3A.1s
3B.1s
3C.1s
1A.6s
1B.6s
1C.6s
2A.6s
2B.6s
2C.6s
3A.6s
3B.6s
3C.6s

Pureza
A260/280
1.8935
1.8785
1.966
1.892
1.918
1.871
1.8775
1.962
1.993
1.88
1.932
1.987
1.8925
1.917
1.898
1.835
2.0285
1.967
1.8645
1.7895
1.895
1.982
1.957
1.989
1.7755
1.8025
1.8545

Concentracién
del eDNA
ng/ul

246.9
654.4
219.6
203.3
88.9
139.5
45.15
109.8
99.95
341.2
932.6
127.2
163.9
139.85
186.6
45.5
285.7
233.3
183.05
182.4
178.4
101.78
89.34
54.903
43.35
85.25
136.2

Pureza
A260/280

1.4935
1.4405
1.485
1.4375
1.53
1.501
1.471
1.4595
1.463
1.442
1.6185
1.4165
1.638
1.2375
1.373
1.421
1.4315
1.343
1.4715
1.48
1.433
1.434
1.438
1.4715
1.495
1.4565
1.4595

Concentracion

del eDNA
ng/ul

267.9
778.85
338.85
388.45
110.95

209.8

219.4
344.65
370.95

625.2

148.9
797.95

158.4

782.3

894.5
870.55

313.3
915.75

141.2

153.2
284.15

495.1
414.45
304.45

170.8
263.55

210.2
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4.4.1 Estandarizacion de la técnica PCR en tiempo real

La amplificacion mediante la variacion de la temperatura de los primers por gradiente

demostrd que los primers trabajan con mayor eficiencia a temperatura de hibridacion

60°C en la técnica PCR a tiempo real. La curva de amplificacion a 60°C presentd mayor

fase logaritmica, ideal para el estudio, (Figura 16).

orc e

‘o

Figura 16. Curva de aniblificacién y fusion de la temperatura de hibridacion de los primers por

gradiente

Los valores de Ct variaron considerablemente empleando las tres temperaturas de

hibridaciéon como se indica en la Tabla 14.

Tabla 14.
Valores de los Ct de la estandarizacion de temperatura de hibridacion de los primers por gradiente
Cadigo Muestra Primers Ct Tm
Al Blanco 60°C Poe_Ret Indeterminado 66.001
Al ADN tejido 60°C Poe_Ret 15.09 74.039
A2 Blanco 63°C Poe_Ret Indeterminado 66.001
A2 ADN tejido 63°C Poe_Ret 18.08 75.098
A3 Blanco 66°C Poe Ret Indeterminado 66.001
A3 ADN tejido 66°C Poe_Ret 30.390 75.098
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Se determin6 mediante la aplicacion de la PCR en tiempo real que un volumen final de
10 ul en la reaccion maestra es suficiente para obtener resultados positivos (Tabla 15).
Los valores de Ct (ciclo threshold), definido por el punto donde la linea “threshold”
corta con las curvas de amplificacion, para 25ul y 10ul de reaccion fueron 13 ciclos.
Las curvas de fusion no mostraron amplificaciones de productos inespecificos y solo

se destaca un producto especifico con un Tm a 74.4124°C.

$Z?cl)ie135de amplificacion con un volumen final de 25ul y 10 pl en la reaccion maestra

Codigo  Muestra  Primer Ct Tm

Al Blanco Poe_Ret NTC 30.2543 74.5615
A2 Blanco Poe_ Ret NTC 27.6149 74.4124
A3 A.25ul Poe_ Ret MUESTRA 13.0459 74.4124
A4 A.25ul Poe Ret MUESTRA 13.8969 74.4124
A5 A2.10ul  Poe_Ret MUESTRA 13.6792 74.4124
A6 A2.10ul  Poe_Ret MUESTRA 13.91 74.4124

La técnica PCR en tiempo real permitio detectar y amplificar ADN de la especie P.
reticulata en muestras de agua y sedimento. A pesar de que la relacién de pureza
Az60/A2g0 para el ADN extraido de muestras de sedimento fue menor a 1.8-2, no fue
impedimento para la amplificacion de las muestras. La Tabla 16 presenta el nimero de

ciclos (Ct) dada por la curva de amplificacion del duplicado de cada muestra.

T[?:tlgslge amplificacion del ADN de P.reticulata extraido de muestras de agua y sedimento

Codigo  Muestra Primer Ct ™m

Al Blanco Poe_Ret NTC Indeterminado 65.9184
A2 Blanco Poe Ret NTC Indeterminado 92.6029
A3 1C.6 Poe_ Ret UNKNOWN 12.6102 74.2666
Ad 1C.6 Poe_ Ret UNKNOWN 14,5235 74.1176
A5 1Y.6 Poe_ Ret UNKNOWN 32.0075 74.2666
A6 1Y.6 Poe_Ret UNKNOWN 25.1827 74.4157
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Las curvas de fusién (Tm) no muestran amplificaciones de productos inespecificos y
solo se destaca un producto especifico a 74 °C. Las muestras de agua fueron

representadas con el cddigo 1C.6 y las de sedimento con el 1Y.6.

4.4.2 Construccion de la curva estandar y analisis de las muestras del experimento

En la Figura 17, se presenta graficamente la curva de aplicacion y la curva estandar
construida con 6 puntos, partiendo de una concentracion de 20 hasta 0.3125 ng/ul. La
curva de fusién (recuadro interior) no indica amplificaciones de productos
inespecificos y solo destaca un producto con un Tm a 74.42°C, (Tabla 17). De acuerdo
con los valores de la ecuacion de recta dados por la curva estandar después de su
amplificacion, mostrd los siguientes datos: pendiente (-3.028), el intercepto (16) y el
coeficiente de correlacién 0.995. Este Gltimo valor demostré el ajuste de la linea de
regresion y los puntos de Ct del estandar (dilucion).

PoeRet Standard Curve (Target: PoeRet)
Pendiente: -3.028
——— ™ \ Interaccion eje Y: 16.147
? » ‘ R: 0.995
3 1 DAsss) 3
3 ( l‘\ TN 1] £
3 0ot L A | ; ) .
Sl
U S LN
! u
\'».
=3 e i et J

Figura 17. Curva de amplificacion y curva estandar obtenida segun los resultados de las diluciones

A partir de la estandarizacion de la curva estandar se analizaron las 72 muestras
extraidas del experimento in vitro, la extrapolacién de las muestras con la curva
estandar permitié conocer la concentracion del ADN de P. reticulata en cada una de

las muestras.
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Los Ct que se obtuvieron en amplificacion de la curva estandar se detallan en la Tabla

17
Tabla 17

Datos de la amplificacion de la curva estandar

Codigo Muestra Primer Cantidad Ciclo m
ng/ul Ct °C
Al Poe_Ret Standard 20 12.1977 74.4292
A2 Poe_Ret Standard 10 14.1656 74.4292
A3 Poe_Ret Standard 5 14.1208 73.8333
A4 Poe_Ret Standard 25 e e
A5 Poe_Ret Standard 1.25 15.6481 74.2808
A6 Poe_Ret Standard 0.625 16.6296 74.2802
A7 Poe_Ret Standard 0.3125 17.8876 74.4292
A8 Blanco  Poe_Ret Blanco indeterminado 77.4085
A9 Blanco  Poe Ret Blanco Indeterminado 82.6224
Al10 Aleta Poe_Ret Muestra 26.5976 11.8319 74.4292
All Aleta Poe_Ret Muestra 25.8943 11.8671 74.4292

4.3 Analisis de la concentracién del eDNA

Una vez realizado el ANOVA para medidas repetidas se encontr6 significancia para
las interacciones: tratamiento por medio (F=21.21; gl=2, 30; p<0.001) y tratamiento
por dia de muestreo (F= 2.97; gl=4,30; p=0.030), (Figura 19). Adicionalmente, se
determind significancia para los factores medio (F=236.24; gl=1,15; p<0.001), (Anexo
3) y tratamiento (F=42.61; gl= 2,30; p< 0.001), (Anexo 4).

La prueba de significancia Tukey al 5% detectd cuatro rangos de significancia
estadistica (Figura 18;Anexo 1). El rango mayor fue la interaccion entre el tratamiento
1y el medio 1 con un valor de 0.828 ng/ul; el menor rango fue en la interaccion del
medio 2 con el tratamiento 3 con un valor de 0.024 ng/pl.
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Figura 18. Rangos de significancia estadistica de la interaccion: medio con tratamiento
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Figura 19. Concentracion de eDNA de la interaccién: tratamiento y dia muestreo.

De igual manera, se encontré dos rangos de significancia estadistica para el dia de
muestreo con valores de 0.4273 y 0,2108 ng/ul (Figura 20; Anexo 2)
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Figura 20. Rangos de significancia estadistica del dia de muestre
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CAPITULO V
DISCUSION

La intervencion oportuna en la deteccién de especies invasoras ya sea a bajas
densidades, en una invasion temprana o después de un intento de erradicarlas, es clave
para el control exitoso de estas especies (Goldberg et al., 2013, Ficetola et al., 2008).
Una alternativa atractiva ante esta situacion es el ADN ambiental (eDNA), la captura
de este material genético que los organismo liberan al ambiente permite biomonitorear
especies aun cuando estas se encuentran a bajas densidades (Pilliod, Goldberg,
Laramie, et al., 2013). La seleccion de protocolos de coleccion de muestra y extraccion
de eDNA son cruciales para la captura de este material genético (Goldberg et al., 2015)
ya que el uso de diferentes protocolos puede variar los resultados y su interpretacion
(Deiner et al. 2015 y Goldberg et al., 2016;).

En la primera etapa de esta investigacion se aplicé diferentes protocolos y metodologias
para la colectacion de muestras, extraccion y amplificacion del ADN que permitieron
estandarizar el método del eDNA para muestras de agua y sedimento, la
estandarizacion de este método siguié una secuencia de pasos sugerido por Jelger
Herder (2014) y Pilliod et al., (2013). Varias autores han adaptado esta metodologia
del eDNA en diferentes medios (agua, sedimento, suelo, etc ) para la deteccion de
especies invasoras, principalmente peces (Wilcox etal., 2013;Collins et al., 2012;
Jerde et al.,2011 y Baldigo et al., 2017) y anfibios (Dejean et al., 2012; Rees et al.,
2017). Los hallazgos de la adaptacion de esta metodologia han hecho del método del
eDNA una herramienta molecular prometedora en la deteccion de una Gnica especie 0

de un ecosistema completo (Lynsey et al., 2018; Lawson Handley, 2015).



En este estudio se adoptd la metodologia del eDNA para la deteccion de la especie
P.rticulata. La calidad de ADN vy los primeros especificos de la especie desarrollados
en este estudio fueron factores esenciales para su deteccion por PCR. EI ADN extraido
tanto de la aleta como de la cola de la especie en estudio P. reticulata, presentaron una
cantidad alta de ADN y pureza en el rango 1.8-2. La cuantificacion del ADN demostro
que los dos tipos de tejido ya sea aleta o cola representaron una fuente importante de
ADN por su alto contenido y por su facilidad de colecta en comparacion con otros

tejidos (musculo, sangre) (Wasko et al.,2003).

Estos resultados coinciden con Lopera-Barrero et al., (2008), quien obtuvo cantidades
de ADN genomico similares al comparar dos tipos de tejido: larva y aleta, arrogando
cantidades altas de ADN tan conveniente como la de otros tejidos (musculo, higado,
sangre). Asimismo, Wasko etal., ( 2003) en un estudio de muestreo genético no
destructivo en peces obtuvo resultados exitosos al extraer cantidades altas de ADN
tanto de aleta como de escamas, con una cantidad promedio de 200 ng/pl. Una
investigacion similar realizada por Nam et al., ( 2003) utilizando tejido de aleta en un
analisis de peces transgénicos, encontrd una cantidad alta de ADN y una pureza 6ptima
para amplificaciones por PCR. Por lo tanto, segun los resultados obtenidos en esta
investigacion se cree que por su similitud en la estructura anatémica entre las dos partes

del pez no existio diferencias en la cantidad de ADN extraido (Wasko et al.,2003).

La captura del eDNA por filtracion fue el Gnico método probado en este estudio, ya
que actualmente es el método de captura de ADN mas utilizado en investigaciones de
eDNA a partir de muestras de agua (Jeunen et al., 2019). Una investigacion previa
realizada en un ecosistemas de agua dulce muestran que la filtracion supera en
rendimiento de ADN tanto a la centrifugacion como la precipitacion (Hinlo et al.,
2017). Se demostré en este estudio que el volumen de agua filtrada usando el filtro de
nitro celulosa de 0.47 um capturd una mayor cantidad de eDNA usando un volumen

de 200ml en comparacion al de 150 ml, al igual que Geerts etal., (2018), quien
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identifico la especie invasora Procambarus clarkii filtrando 200 ml de muestras de

campo Yy de laboratorio .

Estos resultados también se relacionan con el estudio realizado por Turner etal.,
(2014) donde compara diferentes volimenes de agua de muestra para la captura 6ptima
del eDNA por filtracién, encontrando mayor cantidad de eDNA utilizando un volumen
de 250 ml comparado con 150 ml , ya que considera que utilizando volimenes mayores
a 250 ml se puede dar la sobresaturacion del filtro. En una investigacion similar Jeunen
et al.,( 2019) menciona que el volumen de muestra puede exceder el limite de los filtros
con poros muy pequefios (0.2 um) es por eso que recomienda usar filtros de 1.2 umy
un volumen que no supere los 500 ml. En este estudio no se usé volimenes superiores
a los 200 ml ya que era probable sobresaturar el filtro tomando en cuenta que se us6 un

tamariio de poro de 0.47 pm.

Por otra parte, en esta investigacion se demostrd la efectividad del protocolo
Masterpure marca epicentre para la extraccion de ADN a partir de muestras de tejido,
agua y sedimento. La pureza del eDNA se evalué mediante la relacién de absorbancia
OD 260/ OD2go (A 260/ A2g0). Se considerd6 ADN puro cuando la proporcion se encontrd
dentro del rango de 1.8 a 2 (Lopera-Barrero et al., 2008). Una relacion A 260/ Azso
inferior a 1.8 sugirié la presencia de proteinas, sales o solventes, mientras que una
relacion A 2s0/ Azeo superior a 2.0 indico la presencia de ARN coextraido (Han et al.,
2018). En este estudio se demostré que, la mayoria de las muestras examinadas de
tejido y agua presentaron un ADN puro y una cantidad alta de ADN con valores
superior a 200 ng/ul. Pero el ADN extraido de muestras de sedimento arroj6 valores
inferiores a 1.8 en su pureza, de modo que fue probable la presencia de proteinas, sales
0 solventes. A pesar de esta probabilidad en el ADN extraido de las muestras de

sedimento se logré su amplificacion.
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Los resultados de esta investigacion demostraron la especificidad de los primers para
P. reticulta. Los primers amplificaron una region especifica de 149 pb del gen
citocromo b (cyt-b) del ADN mitocondrial de la especie. Tsuji et al.,(2019), segun su
investigacion informa que el ADN mitocondrial (ADNmt) es usado como marcador
genético en la mayoria de estudios debido a su alta tasa de mutacion, abundantes copias
en una célula (Pilliod, Goldberg, Laramie et al., 2013) y mayor cobertura en bases de
datos genéticos. Las principales regiones que han sido utilizadas del ADNmt son:
citocromo b (Cyt b) (33%), subunidad citocromo ¢ oxidasa 1 (COI) (30%), D-loop
(11%), ARN ribosémico 12S (12S) (6%), ARN ribosomal 16S (16S) (6%) e ITS de
ADN nuclear (3%) (Tsuji et al.,2019)

Segun Goldberg et al., (2016) y Herder et al., (2013) para aumentar la deteccion o la
especificidad, la estandarizacién de los primers debe realizar en tres etapas: i) in silico,
i) in vitro y iii) in situ . En este estudio, la validacion in silico de estos primers arrojé
una especificad del 100% para la especie en estudio P. reticulata, ademas de un E-
value de 0.027, lo cual significa que estos primers unicamente pueden amplificar el
fragmento de ADN de la especie. Asimismo, la prueba in vitro amplificé un fragmento
de ADN esperado de 149 pb usando PCR, este proceso se desarrollé utilizando ADN
derivado de tejido de la especie P. reticulata como lo recomienda Goldberg et al.,

(2016), lo cual demostré empiricamente la especificidad de los primers.

Los resultados de esta investigacion se relacionan con el estudio realizado por Ficetola
et al., (2008), donde detectd la presencia de una rana ( Rana catesbeiana) en ambientes
controlados por medio del eDNA y cebadores especificos que amplifican secuencias
cortas de cyt-b mitocondrial, demostrando de esta manera la capacidad de la region cyt-
b en el desarrollo de primers especificos para especies objetivos para muestras
ambientales. Mientras que Erickson et al.,(2016) y Minamoto et al.,(2017) obtuvieron
resultados positivos en la deteccidn de la especie carpa ( Cyprinus carpio ) por medio

del eDNA en rios y lagos, usando ADN nuclear y la region D-loop como marcadores
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genéticos. En otros estudios Goldberg etal., (2011) y Ficetola etal., (2010),
demostraron la importancia de la region de ADN en el desarrollo de primers y su

respectivo analisis in silico, ya que puede influenciar en los resultados.

En este estudio, se desarrollo ensayos especificos para la especie P. reticulata usando la
PCR convencional y cuantitativa (QPCR). La PCR convencional amplificé un fragmento
de 149 pb a partir de muestras de tejido y muestras ambientales, mediante el control de las
siguientes condiciones: temperatura de hibridacién de los primers, tipo de ADN polimerasa
y la reaccion maestra. Segun Pilliod et al.,( 2013) la técnica de PCR se puede usar para
analizar eDNA, pero también puede generar amplificaciones cruzada y proporcionar
resultados falsos positivos. Sin embargo, Dejean etal., (2012) y Jerde et al., (2011),
utilizaron el ADN ambiental (¢eDNA) y la PCR para la deteccion de las especies
invasoras, obteniendo resultados positivos para las especies de rana toro americana
catesbeiana , carpas asiaticas y una salamandra gigante de Idaho (Goldberg etal. ,
2011).

En otro estudio Jerde etal., (2011) encontrd limitaciones para estimar la abundancia de
peces usando el eDNA vy la PCR, ya que el resultado positivo Gnicamente indicé presencia
de la especie en estudio, no abundancia. Debido a que desconoce como la abundancia, el
tamafio, el comportamiento u otras caracteristicas individuales o de la poblacion afectan la
informacidén confiable que puede obtenerse de un resultado positivo es que al menos un
individuo o muchos estan o han estado presentes en el lugar. A pesar que la técnica de
PCR presenta ciertas limitaciones (Tsuji et al., 2019), varios autores han optado por
usarla para detectar especies acuaticas: Gobio redondo ( Neogobius melanostomus )

cabezona ( Hypophthalmichthys nobilis ) (Mahon et al., 2013)

En cambio, Lawson Handley, (2015) menciona que la gPCR tiene la ventaja de una

sensibilidad mucho mayor comparada con la PCR convencional, de modo que se pueden
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detectar concentraciones de eDNA muy bajas y, por definicion, la capacidad de cuantificar
el numero de copias de ADN objetivo que estan presentes, es decir, la estimacion de
abundancia relativa. De igual manera Tsuji et al., (2019) considera que la gPCR tienen
una alta especificidad, sensibilidad y capacidad de cuantificacion. Segun Turner et al.,(
2015) la concentracion de eDNA puede estimarse en funcion al nimero de réplicas de
PCR, o las copias de ADN calculadas en funcion de una curva estandar obtenida de
concentraciones conocidas de ADN de tejido de la especie en estudio, aunque es
considerada una técnica costosa (Nathan et al.,2014), debido a sus reactivos, como la
sonda TagMan o SYBR Green. A pesar de ello, la técnica gPCR se ha convertido en el
método mas utilizado para la deteccion especificas en el analisis de eDNA en los

ultimos afios (Tsuji et al.,2019).

Por otra parte, en la segunda etapa de esta investigacion se elabord un experimento in
vitro en el cual se tomd en cuenta tres factores: el medio (agua y sedimento),
tratamiento (nimero de peces o densidad de peces) y tiempo (dia de muestreo) con el
fin de evaluar el comportamiento de la concentracién de eDNA. Conjuntamente, se
disefio ensayos de PCR en tiempo real con primers especificos de la especie, y, se
determind la concentracion del eDNA. Los resultados de este estudio demostraron que
el eDNA se encuentra mas concentrado por ml de agua que por g de sedimento.
Asimismo, se encontré un descenso gradual de la concentracién a medida que
disminuye la densidad o numero de peces, es decir, en el T1 que contenian 30 peces se
encontré mayor concentracion de eDNA comparado con el T3 con 10 peces. Algo
similar ocurrié con la concentracion en el tiempo, la cantidad de eDNA disminuy6 con
el pasar de los dias en ausencia de los peces, es decir, existe un proceso de degradacion,

el cual es mas notorio cuando han transcurrido seis dias de haber eliminado los peces.

En este estudio, en base al analisis de la concentracion de eDNA en los dos medios
(agua y sedimento) se encontré una mayor concentracion en agua que en sedimento,

estos resultados obtenidos son contradictorios a los resultados del estudio realizado por
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Turner etal., (2015) donde utilizando la carpa asiatica de cabeza grande (
Hypophthalmichthys.spp.) como modelo de estudio, encontré 8-1800 veces mas
concentrado el eDNA en sedimento que el agua. Turner et al., (2015) explica que esos
resultados pueden darse debido a la sedimentacién de particulas que contienen eDNA
ya que estas particulas al tener un tamafio >1um (Maggi, 2013) no pueden permanecer
suspendidas en la columna de agua por mucho tiempo por lo tanto , considera que la
acumulacién neta (es decir, la precipitacion menos la degradacion y el transporte ) del
eDNA es maés alta en sedimentos ya que la adhesion del eDNA a particulas organicas

e inorgénicas evita su degradacion rapida (Turner et al., 2015b)

Asimismo, Turner et al. (2015) demostro que el ADN extramembranoso (es decir,
moléculas de ADN no protegidas por membranas celulares, organicas o virales) se
encuentra en mayores concentraciones en el sedimento que en la columna de agua
(Cinzia Corinaldesi et al., 2005) y que el ADN microbiano de la columna de agua puede
acumularse progresivamente en el sedimento ( Corinaldesi et al., 2011), por lo tanto,
los resultados sugieren que la sedimentacion del ADN extramembranoso podria causar
que el eDNA de peces se encuentre mas concentrado en los sedimentos que el agua
(Turner et al., 2015).

En esta investigacion, el proceso de recoleccion de muestras solo se enfoco a la
superficie del sedimento, donde se supone se encuentra la acumulacién de eDNA més
reciente, debido a que el material genético suspendido dentro de la columna de agua,
incluidas las células enteras y ADN extracelular precipita progresivamente en él. Pero
Buxton et al.( 2017), Levy-Booth et al. (2007) en sus estudios encontraron que el ADN
no necesariamente se une al sedimento, el ADN que no se adhiere dentro al sedimento
se degrada con mayor rapidez que el ADN unido. Por lo tanto, esto podria explicar la
razon del porque se encontré una mayor concentracion de eDNA en muestras de agua
(Buxton et al., 2018).
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A demas, Buxton et al., (2018) demostr6 que la concentracién del eDNA en el
sedimento depende del tiempo de permanencia de la especie objetivo en el lugar de
estudio (debido a la minima cantidad de eDNA de 0.0001816 ng/ ul extraida al sexto
dia de haber introducido los peces) y del tipo de sedimento. (Buxton et al. 2017, Levy-
Booth et al. 2007) en sus estudios demostraron que la estructura del sedimento puede
influir en la concentracion del eDNA debido a que depende de la capacidad del ADN
para incorporarse al sedimento tomando en cuenta el nimero de sitios de union y el
mecanismo de unién ya que la absorcion del ADN a sustancias minerales y himicas lo

protegen de las ADNasas y nucleasas extracelulares.

Por otro parte, en esta investigacion se demostr6 que la concentracion de eDNA
descendi6 gradualmente a medida que disminuyé la densidad o numero de peces. De
manera que la mayor concentracion de eDNA de 0.00184 ng/ul, se encontrd en el
tratamiento uno que contenian 30 peces y la menor concentracion de 0.001319 ng/ ul,
en el tratamiento tres con 10 peces; estos resultados se relacionan con el estudio
realizado por Goldberg et al., (2013) donde demostr6 una relacion significativa entre
la densidad de individuos y la cantidad de eDNA utilizando el Potamopyrgus
antipodarum como modelo de estudio, con un promedio de 22ng de ADN por cada 100
caracoles. Ademas, demostro que utilizando el método del eDNA pudo confirmar la
presencia de esta especie a densidades tan bajas como 11 a 144 caracoles/ m?. También
Takahara et al., (2012) demostro correlacion positiva entre la concentracion de eDNA
y la biomasa de carpa y una correlacion entre el nimero de carpas y biomasa en

acuarios.

También se demostrd en esta investigacion que la concentracion de eDNA disminuyd
con el pasar de los dias después de la eliminacion de los peces, este proceso ocurrié en
los medios (agua y sedimento). Sin embargo, en el sedimento fue méas notorio el
proceso de degradacion. De igual manera, se demostrd el comportamiento de la

concentracion de eDNA en la interaccion tratamiento y dia de muestreo, donde se
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observa que la concentracion de eDNA en el tiempo esté en funcién de la densidad de
peces. La concentracion de eDNA en el primer dia de muestreo en el tratamientol fue
de 0.0031ng/ ul, y en el tercer dia de muestro (en ausencia de los peces) del mismo
tratamiento fue de 0.000485ng/ ul, pero si se compara estos datos de la concentracion
del eDNA con el tratamiento 3, primer dia de muestro (0.00018417ng/ ul) y tercer dia
de muestreo (6x10°ng/ul) se demuestra que la concentracion disminuyé. Por lo tanto,
la concentracion y persistencia del eDNA dependid del niUmero de peces presentes en

los tratamientos.

En un estudio Turner et al., (2015), menciona que la degradacion esta relacionada con
la diferencias de concentracion porgue la degradacion del eDNA generalmente sigue
un patron de descomposicion exponencial en el que una concentracion inicial mas alta
crea una persistencia mas larga. Por otro lado Dejean et al. (2011) en su estudio pudo
detectar hasta después de un mes de la eliminacion de su fuente, para las especies:
esturion siberiano y renacuajos de rana toro es decir que la persistencia del eDNA fue
inferior a un mes. De modo similar Goldberg et al.( 2013), menciona que el eDNA del
Potamopyrgus antipodarum puede permanecer detectable durante 21 a 44 dias después

de la eliminacion.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Mediante la aplicacion del protocolo modificado de MasterPure se logro
estandarizar el método de extraccion y purificacion del eDNA de P. reticulata
para muestra de tejido, agua y sedimentos, indicando de esta manera su
efectividad. Ademas, se demostro la eficiencia de del par de primers disefiados
a partir del gen citocromo b del ADN mitocondrial amplificando Unicamente el
producto esperado de la especie objetivo P. reticulata en muestras de tejido,

agua y en sedimento.

Utilizando la cuantificacion absoluta de la técnica gPCR conjuntamente con los
primers especifico de la especie P.reticulata se logr6 estimar la concentracion

del eDNA tanto de las muestras de agua como de sedimentos

Segun los resultados obtenidos basados en la evaluacion de la concentracion de
eDNA de P. reticulta, con respecto a la densidad de individuos, el tiempo de
permanencia del ADN y el medio, se logro demostrar que el eDNA de la especie
P. reticulata se encuentra mas concentrado en el agua. La concentracién de
eDNA en los tratamientos con mayor nimero peces fue mayor, es decir que la
concentracion de eDNA estuvo influenciada por el nUmero de peces. Ademas,

se demostro que el eDNA a partir de muestras de agua fue mas



sensible y confiable para la deteccion de eDNA de la especie después del sexto
dia de que la especie ya no estuvo presente, sin considerar la densidad de
individuos. Asimismo, se demostré que el método del eDNA fue capaz de
detectar la presencia de P. reticulata en muestras de agua aun cuando la especie
se encontraba a bajas densidades (10 peces) sin la necesidad de capturar el

individuo.

También se evidencié que el eDNA sedimentario no es una fuente confiable
para monitorear especies transitorias o que han permanecido temporadas cortas
en el lugar de estudio ya que presenté una concentracion minima (0.00018167
ng/ ul) cuando estos permanecieron Unicamente 6 dias en el lugar de estudio
haciendo casi imperceptible la concentracion del eDNA (3.3x10° ng/ pl) al

sexto dia después de haber eliminado la especie.

El desarrollo del método del eDNA en muestras de agua abre la posibilidad de
que puede usarse en la deteccion de especies invasoras en ambientes naturales
de una manera réapida y sencilla a diferencia de los métodos tradicionales

basados en claves taxondmicas o por conteo directo.

La concentracion de eDNA vario en funcién al nimero de individuos tanto en

muestras de agua como de sedimento.
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6.2 Recomendaciones

Ampliar investigaciones acerca de protocolos de muestreo, extraccion de ADN
a partir de muestras sedimentarias, que permitan eliminar inhibidores PCR, con

la finalidad de robustecer los datos de ausencia y presencia de especies en lagos.

La aplicacion de eDNA a entornos acuéticos sigue siendo una tecnologia nueva
que requiere perfeccionamiento y desarrollo de métodos. Esta investigacion
resalta la necesidad de un estudio adicional con respecto al tipo sedimento, estos
estudios pueden gener mayor informacion acerca de la concentracion de eDNA
en sedimento lo cual permitan afianzar la informacion obtenida en esta
investigacién, que permita analizar nuevos enfoques y comprender mejor el
proceso de degradacion del ADN en este medio Ademas de un analisis fisico-
quimico con el fin de conocer la interacciones que tiene el eDNA con los

compuestos presentes en los sedimentos.

Extender la investigacion del método de eDNA a pruebas in situ (pruebas en
campo), considerando que la informacién obtenida podria proporcionar datos
solidos, comparables y ecol6gicamente significativos que permitan
biomonitorear no solamente la especie P. reticulata, si no también otras
especies presentes en el lago Yahuarcocha, con el fin de que se efectle

gestiones pertinentes en su eliminacion o conservacion de dichas especies.
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ANEXOS

Anexo 1 Rangos de significacion de Tukey de la interaccion: medio con tratamiento

Concentraciéon de eDNA

Interaccion Significado Rango
(ng/ul)
M1T1 Agua * Tratamiento 1 0.828
M1T2 Agua * Tratamiento 2 0.678
M1T3 Agua * Tratamiento 3 0.268 b
M2T1 Sedimento * Tratamiento 1 0.128 b
M2T?2 Sedimento * Tratamiento 2 0.094 bc
M2T3 Sedimento * Tratamiento 3 0.024 c
Anexo 2. Rangos de significacion de Tukey para dia de muestreo
Dia de muestreo Significado Concentracion eDNA rango
(ng/uil)
C1 Sexto dia* 0.4273 a
c2 Primer dia** 0.3716 a
C3 Sexto dia** 0.2108 b

* Muestreo en presencia de los peces
** Muestreo en ausencia de los peces, después de su eliminacidn al sexto dia

Anexo 3. Promedio de la concentracion del eDNA (ng/ul) de agua y sedimento
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Anexo 4. Promedio de la concentracion de eDNA (ng/ul) por tratamiento
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