| .IW |.||.
EL CODIGO DE BARRAS DE LA VIDA - MEXICO

oooooooooooo

Uso de los Cddigos de Barras de la Vida y lineas base
para el biomonitoreo y deteccion temprana de EET
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del capital natural y el
bienestar humano a través de
acciones orientadas a la
prevencion, el control y la
erradicacion de especies
invasoras en México

Desarrollamos nuevas metodologias para el levantamiento rdpido de lineas
base y técnicas de deteccién temprana de EET



Levantamiento rdpido de una linea base

Disefiamos dispositivos muy
sencillos y mejorando
protocolos para la recolecta
de ejemplares
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Improved protocols to accelerate the assembly of DNA
barcode reference libraries for freshwater zooplankton
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Codigos de barras o
B(]r'code: Es una pequefia secuencia

estandarizada de un gen para
la determinacion taxonémica
de toda la biodiversidad del
planeta

Paul Hebert (2003)
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Método "tradicional” para construccidn
de la linea base

Identificacion de
espec1menes

Colecta de

especimene

Actualmente esta cambiado

SEQUEL SYSTEM
TOUCH POINTS

Fotogratia

Extraccion Amplificacién Secuenciaci()ﬁ
DNA  COI por PCR

Esto permite
secuenciar hasta
90,000 ejemplares
en 24 hrs.



Ambos métodos nos han permitido el bases de datos completas

establecimiento de linea base SETEE
rdapidamente -
o Cddigos de
1“ O ”‘O - Advancing biodiversity science through DNA-based spedies identification.
- + TR o) —
’ www.boldsystems.org

Informacion de los ejemplares y sus secuencias del ADN en la base de datos

| Sequence View for Process ID: BACQO04-15

Process ID:

BIN URi:

COI-5P

lllustrative Barcode

O 0 000 0O 00000000000 00 00 0 00
' T 0O 0 0

Nucleotide Sequence




Biomonitoreo con ADN medioambiental o eADN

Es el ADN que puede ser extraido de
muestras ambientales sin la presencia
directa de los organismos

Primarias Secundarias

Egestion descarga o Predadores
expulsion de materiales no
digeridos, o comida, por el
organismo en forma de
heces

Excresidn accién por la Detritéfagos
que el organismo excreta
sustancias de desecho.

Secresién Carrofieros

Exfolacidn Coprdfagos

Reproduccidn

Descomposicion

Basado en secuenciadores
de siguiente generacion



ABRAVE

Multiplex Barcode Research And Visualization Environment

mBRAVE is a multi-user platform supporting the storage, validation, analysis, and publication of highly multiplexed projects based on high-

throughput sequencing (HTS) instruments. This system builds on the to support species identification and discovery for HTS data.
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Estos sistemas asociados a nuevas plataformas

informdticas que permiten el manejo de millones de
secuencias > m



La laguna de Bacalar es el
sistema epicontinental
mds importante en el sur
de Quintana Roo

Alberga a flora'y
fauna muy
importante ...

a)
Yucatan

Gulf of Peninsula

Mexico

Laguna Bacalar
study area
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Resultados
Elaboracion de lineas base
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This work is licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License {CC BY-NC 4.0).

Faunistic survey of the zooplankton community in an oligotrophic sinkhole,
Cenote Azul (Quintana Roo, Mexico), using different sampling methods,
and documented with DNA barcodes

Lucia MONTES-ORTIZ, Manuel ELIAS-GUTIERREZ'

El Colegio de la Frontera Sur, Avenida Centenario Km 5.5, Chetumal 77014, Quintana Roo, Mexico
*Corresponding author: melias@ecosur.mx
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El Cenote Azul tiene un poco menos especies porque se considera un
ambiente mds extremo que Bacalar y NO ftiene intercambio de especies con

la laguna. La mayoria son diferentes!!!
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Secuenciacion de siguiente generacion (NGS)

Region/Primer

Dircction  Primer sequence

ATCACRACCATCATYAAYATRAARCC
CCAGCCATTTCNCARTACCARACRCC
Cocktail primers (FR1d: FishR2; 1:1)
ACCTCAGGGTGTCCGAARAAYCARAA

ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA

CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCC[GACT]
[TonExpress MID][specific sequence]

CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT

[specific sequence]

B3]

272,610 reads

Lineas base

Creamos biblioteca de referencia
(DS-EBACALAR) con 3,534
secuenciasen BOLD . Representa 53
de los 57 especies de peces
registrados para la zona de estudio y
4 mas para el resto de vertebrados
con datos publicos.

CCTATGACTACAGATAGACT

ATTAAGACTTTTGATAGACA

ATTATGACTACAGATAGACA
GGTATGACTACAGATAAAAC
ATTATGACTACAGATAGACA
TTTATGAAAACAGATAGACA
ATTATGACTACAGATAGACA
ATTATGACCACAGATAGACA
ATTATGACTACAGATAGACG
ATTAAAACTACAGATAGACG
ATTATGACTACAGATAGACA
ATTATGACTACAGATAGACA
CTTATGACTACAGGGGGACA

iy

SYSTEMS

BARCODE OF LIFE DATA SYSTEM

Lissotriton vulgaris
Triturus cristatus
Pelophylax k1. esculentus
Rana temporaria
Rana arvalis
Pelobates fuscus
Carassius carassius
Carassius auratus
Cyprinus carpio

Scardinius erythrophthalmu:

Tinca tinca
Leucaspius delineatus
Perca fluviatilis
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Res u I Tad O S @ omEnaccEss B PESRREVIEWED

RESEARCH ARTICLE

Using eDNA to biomonitor the fish community in a tropical
oligotrophic lake

Martha Valdez-Moreno B, Natalia V. Ivanova B [@ Manuel Elias-Gutiérrez, Stephanie L. Pedersen, Kyrylo Bessonov,
Paul D. N. Hebert

Published: April 22, 2019 « https://doi.org/10.1371/journal. pone.0215505 « > See the preprint

Table 3, Number of species recovered from the sediment and water samples. A partir de las
secuencias

recuperadas de
eADN

Total  Sedmentsonly  Sedments+water  Water cnly




Lista taxonomica.... NGS

Se recuperaron
secuencias que
pertenecen a 47
especies de 57
reportadas

) Nuevos registros

© Gobiosoma
Atherinella
‘ Engraulidae

g j

Dorosoma anale Bairdiella ronchus



Por zonas...

Table 4. Number of vertebrate species detected at each of the eight sampling sites

Sampling
Sampling site ‘!
site No !
2 Cocalitos / 18.651465%; -88.408948" 24 1 5 1
4n Huay Pix / 18.51463%"; -BE.426750" 19 3

Huay Pix / 18.516144"; -88 436876"

Alvare Obregon Viejo / 18.299259%; -B8.597250"

B LaUnién / 17.894676"; -BB.8370059" 13 4 4 1




Por época...

Month of
Sampling date

Site Sample type

December 2015 Cocalitos Water

% Huay Pix %Water
— Xul-Ha === Water

January 2016

April 2016

Alvaro Obregén Sediment

Viejo Water

Huay Pix === Water

La Uni6n Sediment
Water

Pedro A. Santos Water

Cacao Water

Cocalitos Sediment
Water

Huay Pi Sediment
\Water

Juan Sarabia Sediment

Water
La Unién Sediment
Water
Pedro A. Santos Sediment
Water
Xul-Ha Sediment

T water

o
t

10 15 20
Species count
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Amphibia
B Aves
[ Mammalia
M Reptilia
B Actinopterygii




Otros grupos:

Florisuga mellivora Patagioenas cayannensis Megaceryle torquata Porzana carolina

Iguana
iguana

. . Tr'achm s stejnegeri
Rhinella marina Staurotypus triporcatus ys stelnes

Tamandua mexicana

Bos taurus Sus scrofa Canis lupus

Homo sapiens



Conclusiones

El eADN es una herramienta sensible para detectar cualquier cambio en la comunidad
de peces debido a la intfroduccién de una especie exdtica o un cambio después de la
actividad humana.

Todo este sistema se basa en una buena LINEA BASE, representada por la
biblioteca de referencia de codigo de barras de ADN, en este caso la base de
datos BOLD juega un papel critico.

Con estas herramientas, tendremos un sistema de biomonitoreo basado en toda la
comunidad de peces, no invasivo, porque no hay necesidad de recolectar especimenes,
y no se basa en una o dos especies de "bandera".

Demostramos la utilidad de BOLD junto con las nuevas tecnologias basadas en eADN y
NGS en ecosistemas oligotrofico tropicales por primera vez!l.

+** El biomonitoreo regular a largo plazo ayudara a comprender no

solo si hay algun cambio debido a la actividad humana, sino que
también ayudara a ver el efecto del cambio climatico en las
comunidades acuaticas.
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Ctenogobius
fasciatus

Lophogobius
cyprinoides

Biblioteca de Cddigos de Barra

de la Vida

ATCTTAC...

TTTAAAC...

SALYAWIALYA

AGGACCATARAACTCCAGTCAGTGAACTTCGCAGTCTEA
AMACAAGTTAATAAACTARAACTTTCAACAACGGATCTC
TGATTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGARATGLGATA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
GAACGCACATTGCGCCCCTTGETATTCCGABGEGCATGC
TGTTCGAGCETCATTTCAACCCTCARGCTCTGCTTGETA
TG66CTCCGTCCTCCACGGACGLGCCTTARAGACCTCGE
GETE6CGTCTTGCCTCARGCGTAGTAGARAACACCTCGC
TT6GAGCECACGLGTCECCCGLCEGACGARCCTTTEAA
TATTTCTCAAGETTGACCTCGGATCATCGAGARGTTCGA
ARGGTARGAAAGTTTITCCTTCCGCTECACGLOLTROGT
CTG6G6TGCTE66TGCTEGETECTGEETTCCCECACTCAA
TTGCCTTATCGCTTCGETGAGGGGCATTTTEATG6T666
TTG6CCCECGCTARGCCTCETTCEGECTCGECARAATET
CGCATCTGETTTTTTTGCGACCGGCGTGCGACCGAAGLE
ACCCCTCGCCAGACACGCCACGCATGTGCGACCABACGL

Iguana Iguana

Megaceryle
torquata

CGCGATT...

SALYSA

GTACCAA...

SALYSA
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¢Para que se usa el ADN medioambiental ?

<+ Deteccidn de especies (diferentes taxones)....Lineas base

< Método genético no invasivo

< Principalmente en lugares donde la recoleccién de todos los
organismos es dificil

< Deteccion de especies raras, exdticas.

< Investigacion

< Conservacion

<* Manejo

< Genética de poblaciones

"Conservation in a cup of water”

< Estimacién del tamafio poblaciones (Lodge et al. 2012)

Avances rdpidos en la tecnologia y el continuo bajo en los costos en el
procesamiento del ADN....ha hecho que esta técnica en los Ultimos afios sea -
considerada como una buena alternativa para realizar biomonitoreos o &



Le entro o no le entro..esa es la cuestion...

© &

Herramienta monitoreo
ambiental

Solo ADN mitocondrial

No detecta hibridos

Detecta multiples sp. u

objetivo No da informacion de

Sexo, edad, talla.

Detecta especies exdticas o

raras No abundancia

No es invasivo Esta vivo o muerto

No dafia a los organismos

Bajo esfuerzo

Muy sensitivo

Costo... Debe existir una linea base o

biblioteca de referencia de las
especies que habitan el lugar

Pero...




Web of Science

Showing 637 records for TEMA: (eDNA) AND TEMA: (environmental DNA)

Visualization Treemap - Number ofresults 10w
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Podemos ggmpet!r e2202:110 lo sé

EAM project team in the Kick off workshop in ECCC
facilities, Yancouver, BC

STREAM (Sequencing The Rivers for Environmental
Assessment and Monitoring), is a new community-based
project which involves DNA metabarcoding analysis of
bulk benthic samples from rivers across Canada. Led by the
Hajibabaei lab at CBG, STREAM was recently granted $2.6M
from Genome Canada (Ontario Genomics) and collaborators

CORE FUNDING — The Canada First Research Excellence Fund will provide $7.5 million over the next three years. Most of these funds will sustain the development of BOLD, mBRAVE, and the CBG’s sequencing platform,
but $1.5 million will support large-scale Malaise projects. Pl - Paul Hebert

ARCBIO — Polar Knowledge Canada will provide $1.8 million to advance the construction of a DNA barcode reference library for the biota of arctic Canada. PI - Paul Hebert

En conocimiento y actualidad posiblemente si.....en financiamiento nunca



