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ADN AMBIENTAL COMO HERRAMIENTA PARA LA CONSERVACION DE MAMIFEROS
TERRESTRES Y SEMIACUATICOS

Angie Camila Cadena Ramos!

Resumen

La extraccion de ADN, a partir de muestras ambientales de variados origenes, ha demostrado ser una
herramienta rapida, rentable y de amplia cobertura para la implementacion de estrategias de conservacion
de la biodiversidad en distintas regiones del mundo. La mayoria de las publicaciones cientificas
relacionadas con ADN ambiental se enfocan en peces y macroinvertebrados. Cabe acotar que,
recientemente se ha incrementado el nimero de investigaciones en las que se utilizaeDNA para el estudio
de mamiferos. En esta revision se recopilo informacion acerca de los aportes del ADN ambiental en la
conservacion de mamiferos terrestres y semiacuaticos a nivel mundial, y se discutié el potencial uso de
esta herramienta en la conservacion de mamiferos de Colombia. Debido a que las metodologias de ADN
ambiental ain estan en desarrollo, en lugar de reemplazar los métodos tradicionales utilizados en
programas de conservacion de mamiferos, el eDNA es un complemento a éstos. Sin embargo, en el futuro
se espera que estudios basados en ADN proveniente del ambiente tengan mayor influencia en el marco
legal de proteccion de especies.

Palabras clave: ADN ambiental, conservacion de la biodiversidad, mamiferos semiacuéticos,
mamiferos terrestres.
Introduccion

De acuerdo con la lista roja de la unién internacional para la conservacion dela naturaleza (IUCN
2019), més de una cuarta parte de las especies de mamiferos a nivel mundial se encuentra en estado de
amenaza debido principalmente a tres factores: 1) la fragmentacion y pérdida de habitat, 2) la caza, y 3) la
introduccidn de especies exoticas. A estas amenazas se suma el incremento de especies de mamiferos que
son percibidos como plagas. Ademas, la deficiencia de datos impide una estimacion solida del estado
tanto de individuos como de poblaciones de mamiferos distribuidos en los diferentes biomas (Harper et
al. 2019; Sales et al. 2020a).

Segun Lodge et al. (2012), tres aspectos clave suelen guiar la gestion de especies y ecosistemas: 1)
prevenir invasiones de especies dafiinas, “deteccion temprana y respuesta rapida”; 2) conservacion de
especies nativas en peligro, “proteccion de puntos criticos de biodiversidad”, y 3) evaluar el riesgo de
bioseguridad “prevencion”. Por otro lado, Ishige et al. (2017) afirman que el primer paso en la

conservacion de la vida silvestre y el habitat es contar con un inventario detallado, ya que las decisiones



de conservacion eficaces se basan en datos precisos de encuestas (Priestley et al. 2021). Para cumplir con
los aspectos y pasos clave en la gestion y conservacion de mamiferos terrestres y semiacuéticos,
tradicionalmente se utilizan cdmaras trampa, trampas mecanicas, entre otras técnicas que suelen ser
invasivas, tienen limites de deteccién espaciales y temporales deficientes, requieren de extensos periodos
de tiempo o no son factibles debido a que presentan fallas como el muestreo no estandarizado o resultados
incongruentes con la taxonomia moderna. Por lo tanto, existe una clara necesidad de implementacion de
métodos mas rentables y rapidos para desarrollar estrategias efectivas para la conservacion y el manejo
de los mamiferos terrestres y semiacuaticos (Thomsen et al. 2012).

Un campo que intenta dar solucion a las deficiencias presentadas al utilizar métodos tradicionales en
la obtencidn de muestras de vertebrados es el de la genética no invasiva. Esto es, el andlisis de material
genético dentro de rasgos de organismos como pelo, heces y otros materiales biologicos desprendidos.
Un avance en el desarrollo de métodos genéticos no invasivos es el estudio del ADN ambiental
(environmental DNA, eDNA) (Barnes & Turner 2016), el cual se define como el material genético
extraido directamente de muestras ambientales; es decir, sedimentos, agua en diferentes estados, aire,
etc. El téermino ADN ambiental inicialmente fue considerado para estudios de microbiologia con el fin
de obtener informacion genética de los microorganismos que no se pueden cultivar en condiciones de
laboratorio. Posteriormente, en el afio 2003, a partir de muestras de sedimento se obtuvo ADN de plantas
y animales extintos y existentes (Willerslev et al. 2003). Sin embargo, no fue sino hasta el afio 2008 que
se empled el término ADN ambiental en estudios de macroorganismos (Ficetola et al. 2008).

En un sentido amplio, la definiciobn de ADN ambiental abarca también ADN de células de la piel,
plumas, pelo, heces, saliva o cualquier tejido bioldgico encontrado en el ambiente, sin necesidad de que
el organismo al que pertenece esté presente en el entorno (Thomsen & Willerslev 2015). En un sentido
estricto, el ADN proveniente de muestras ambientales sin signos evidentes de material de origen
bioldgico es el Unico considerado ADN ambiental.

Las investigaciones basadas en ADN obtenido directamente de muestras ambientales han sido
enfocadas a estudios de macroinvertebrados y peces. Los mamiferos son el objetivo en solo 8% de los
estudios de vertebrados (Tsuji et al. 2019). Sin embargo, con el desarrollo de técnicas de secuenciacion
de nueva generacion, ha habido un aumento reciente en estudios disefiados para detectar y / 0 monitorear
comunidades de mamiferos en ambientes terrestres y de agua dulce (por ejemplo, Harper et al.2019;
Sales et al. 2020a; Ushio et al. 2017).



Los esfuerzos de conservacion y gestion realizados a partir de estudios de ADN ambiental se han visto
limitados en gran medida porque estan centrados en investigaciones con especies acuaticas (Williams et
al. 2018). Pero, en la Gltima década se ha incrementado el nimero de publicaciones cientificas en las que
se evidencia que desde muestras de variados origenes, este proporciona resultados favorablesen estudios
relacionados con identificacion (Barber-meyer et al. 2020, Kinoshita et al. 2019), distribucion (Modave
2017), monitoreo (Wheat et al. 2016), sexaje (Barber-meyer et al. 2020, Nichols, Spong 2017),analisis de
diversidad (Drinkwater et al. 2020, Egeter et al. 2018), abundancia (Lodge et al. 2012) y riqueza (Sales
et al. 2020a) de mamiferos terrestres y semiacuaticos (Padgett-Stewart et al. 2016; Yonezawa et al. 2020)
tanto en trabajos con especies comunes como con especies raras, en peligro de extincién o invasoras
(Barnes, Turner 2016).

Debido al aumento en el reporte de investigaciones de ADN ambiental relacionadas con mamiferos
no acuaticos de distintas regiones del mundo, es pertinente contar con una revision en la que se
proporcione informacion sobre los aportes de esas investigaciones para la conservacion de mamiferos
terrestres y semiacudticos. Por lo tanto, el objetivo general de este trabajo es realizar una revision
sistematica donde se recopile informacién acerca de los aportes del ADN ambiental en el contexto de
conservacion de mamiferos terrestres y semiacuaticos, adicionalmente se discute el potencial uso del
ADN ambiental como herramienta para la conservacion de mamiferos terrestres y semiacuéticos en

Colombia.

1. Materiales y métodos

1.1. Busqueda inicial. Se realiz6 una busqueda inicial en bases de datos cientificas (Web of science,
Scopus, EbscoHost, ProQuest y Google Scholar). Durante la busqueda, tanto en inglés como en espafiol,
se empleo la combinacion de términos o palabras clave y operadores de busqueda como: “Environmental
DNA”, eDNA*, “dirt DNA”,” environmental samples”, “environmental genomics”, “DNA
metabarcoding”, “terrestrial mammals”, “semiaquatic mammals”y mammals*. En la Tabla 1 se muestran
los descriptores de busqueda utilizados por base de datos. También se extrajo informacion de otras
fuentes de blsqueda tradicionales como Google, que proporcionan documentos como articulos de

divulgacion y articulos cientificos.

Tabla 1. Descriptores de busqueda utilizados en las bases de datos Web of science, Scopus,

EbscoHost, ProQuest y Google scholar.

Base de datos Descriptores Campos



Web of science

(eDNA* AND “Terrestrialmammals™)
(“DNA

metabarcoding” AND mammals*)
(“dirt

DNA” AND “Environmental DNA” OR
"environmental samples")
(“environmental genomics” AND
“‘semiaquatic mammals™)

TEMA

Scopus

(Environmental DNA) AND (Terrestrial
mammals) OR (“eDNA*’) AND (Terrestrial
mammals) OR (DNA metabarcoding) AND
(Terrestrial

mammals)

TITULO
PALABRAS
CLAVE

EbscoHost

"TI "eDNA" AND Tl mammals""'Dirt
DNA" AND terrestrial mammals”
"DNA metabarcoding ANDterrestrial
mammals”

“TT environmental dna AND
terrestrial mammals”

TITULO
TEXTO COMPLETO
(ENLINEA)

ProQuest

((eDNA) AND "terrestrial mammals” NOT
noft(amphibian)NOT noft(terrestrial
microorganisms) NOT noft(microbial)
NOT (terrestrial snake) NOT avian NOT
bacteria

NOT fishes NOT fish))

TODO EL TEXTO

Google scholar

Environmental DNA eDNA, OR dirt OR
DNA, OR mammal "terrestrial mammals" —
Fish. eDNA "environmental DNA" OR"dirt
DNA" OR "mammal" "terrestrial
mammals" -Fish -fish,

-arthropods

TODO EL ARTICULO

1.2. Seleccidon de datos. La busqueda se efectud a nivel nacional e internacional, teniendo en cuenta

los siguientes criterios de inclusion y exclusién en cada uno de los documentos:

1.2.1.

Criterios de inclusion.

Tipo de documento: articulo de investigacién, articulo de revision, tesis y articulo de

divulgacion.



e Ventana de tiempo: documentos publicados entre 2008-2021, debido a que, a partir del afo
2008, se empleo el termino ADN ambiental en investigaciones de macroorganismos (Ficetola et
al. 2008).

1.2.2. Criterios de exclusion.

e Documentos donde no se mencionan los términos “ADN ambiental”, “environmental DNA”,

“eDNA”, “dirt DNA” 0 “ADN del ambiente”.

e Documentos sin informacion acerca de mamiferos terrestres o semiacuéticos.

1.3. Elegibilidad. Para lograr el objetivo de la revision, los documentos se filtraron mediante un
estudio de titulos y resimenes. Ademas, la calidad de la literatura seleccionada se confirmoé por los
contenidos y sus citas en revistas revisadas por pares. De los resultados obtenidos, se tomaron 70
documentos, de los cuales 60 cumplieron con los criterios anteriormente mencionados. Los articulos
seleccionados se documentaron en tres secciones: 1) aplicaciones del ADN ambiental en biologia de la
conservacion de mamiferos terrestres y semiacuaticos, 2) limitaciones y perspectivas futuras y, 3)
potencial uso del ADN ambiental como herramienta para la conservacion de mamiferos terrestres y
semiacuéticos en Colombia.

1.4. Extraccion de datos. Las caracteristicas de los documentos incluidos en el presente trabajo se
recopilaron en una tabla de conocimiento o matriz de datos que vinculd las siguientes variables: tipo de
publicacién, autores, revista o sitio donde fue publicado el documento, afio de publicacién, pais donde
se realiz6 la investigacion, definicion de ADN ambiental usada, tema principal, objetivos, taxones
incluidos en la investigacién, uso del ADN ambiental como herramienta en la biologia aplicada, origen
de la muestra de ADN ambiental, observaciones, principales resultados, aporte mas importante
relacionado con la conservacion de la biodiversidad, limitaciones, conclusiones, entre otros.

2. Resultados y Discusion

Actualmente, muchas poblaciones de especies permanecen sin descubrir y de otras sélo se cuenta con
escasa informacion sobre sus distribuciones y densidades. Superar estas carencias de conocimiento y
limitaciones précticas es cada vez mas posible mediante técnicas basadas en ADN ambiental (eDNA).
Ademas, con la técnica de eDNA metabarcoding que permite el analisis del ADN proveniente de
maultiples especies a partir de una sola muestra ambiental, se facilitan las evaluaciones realistas, de bajo
costo y estandarizables de la biodiversidad a distintos niveles taxonomicos (Schnell et al.2012). Por lo
que, técnicas basadas en eDNA y en eDNA metabarcoding, posibilitan el surgimiento de nuevas
oportunidades para avanzar en la comprensién de las comunidades complejas y ricas en especies.
Igualmente, facilitan el desarrollo de programas de biomonitoreo a gran escala, entre otros usos (Zinger
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et al. 2020).

Una de las primeras investigaciones en las que se utiliz6 el término ADN ambiental en estudios de
macroorganismos se centro en las ranas toro americanas invasoras (Rana catesbeiana) en los humedales
franceses (Ficetola et al. 2008). A partir de esa fecha, se ha evidenciado que, el analisis de eDNA de
entornos naturales, puede permitir la realizacion de estudios con diferentes objetivos enfocados en la
diversidad bidtica de todo tipo de ambientes (Cristescu, Hebert 2018).

Debido a la facilidad de toma de muestras en ecosistemas de agua dulce, la mayoria de las
investigacionesde eDNA se han centrado en estudios de especies acuaticas. Sin embargo, el ADN de
muestras de agua puede usarse también para estudiar especies terrestres y semiacuaticas (Wang et al.
2019). Ademas, el eDNA ofrece claras ventajas sobre los enfoques tradicionales de evaluacion de la
biodiversidad, en ambientes acuaticos y terrestres (Fernandes et al. 2018); en estos ultimos, las muestras
ambientales pueden tener variados origenes. Algunos autores consideran que residuos fisiol6gicos como
saliva, orina, mucosa, sangre, gametos o muda de piel encontrados en el ambiente, pueden ser
considerados muestras ambientales de las cuales se puede obtener ADN (Barber-meyer et al. 2020; Ishige
et al.2017; Schnell et al.2012; Van Beeck Calkoen et al. 2019; Wheat et al. 2016). Sin embargo, cuando
la eleccion del sitio de muestreo es influenciada por un conocimiento bioldgico o ecoldgico previo de las
especies de interés, la muestra ambiental no se distinguiria de la muestra no invasiva, puesto que de
antemano se conoce qué organismos son los que probablemente dejaron el rastro. Por lo tanto, cuando se
trata de muestras obtenidas a partir de huellas, lamidas de sal, heces, cadaveres, rastros de alimento u
otras fuentes a partir de las cuales se puede extraer ADN, el analisis tendria que ser mas riguroso en
cuanto a si se consideran 0 no muestras ambientales, debido a que a pesar de estar presentes en el
ambiente, si son basadas en conocimientos previos de los organismos, los estudios se verian sesgados a
ciertas especies, dejando de lado otras de las cuales también se puede obtener informacion a partir de la
muestra ambiental.

Para el estudio de especies terrestres, surgié unasubdisciplina llamada iDNA (ADN derivado de
invertebrados), donde el material genético ingerido por los invertebrados (micropredadores), permite
caracterizar la biodiversidad de los hospederos; estos son generalmente vertebrados (Schnell et al.2018).
En este caso, dependiendo de la variedad de hospederos que pueda tener el invertebrado, el ADN extraido
podria considerarse 0 no ADN ambiental. Por ejemplo, si el micropredador tiene una dieta especie-
especifica, el estudio estaria direccionado a una sola especie y no cabria dentro de la definicion de ADN
ambiental, pero si el invertebrado tiene una dieta generalista, los investigadores no podrian conocer
previamente con exactitud qué especies estaran vinculadas en el estudio.

En cuanto a mamiferos, las técnicas de eDNA barcoding y metabarcoding han sido principalmente
8



reportadas para organismos acuaticos, incluidos mamiferos como manaties, marsopas, ballenas y delfines
(Juhel et al. 2020; Kinoshita et al.2019; Lozano-Mojica & Caballero 2021). No obstante, recientemente,
se ha incrementado el nimero de publicaciones donde se utilizan y desarrollan protocolos y técnicas de
ADN ambiental para variados tipos de simulaciones controladas y estudios de campo que tienen que ver
con distintas ramas de la biologia aplicada a diferentes niveles taxonémicos de mamiferos terrestres y
semiacudticos (Seeber et al.2019; Sellers, Hanfling 2020; Ushio et al.2017). En estas investigaciones se
incluyen especies comunes, raras, cripticas, dificiles de detectar, en peligro de extincion o invasoras, las
cuales estan distribuidas en los diferentes biomas (Harper et al.2019; Hauger et al. 2020; Ishige et al.2017;
Rodgers, Mock 2015). Los origenes de las muestras de eDNA usadas provienen de fuentes hidricas
naturales o artificiales y de ambientes terrestres (Kinoshita et al.2019).

2.1. Aplicaciones del ADN ambiental en biologia de la conservacién de mamiferos terrestres y
semiacudticos. A pesar de que los mamiferos constituyen un grupo comparativamente bien estudiado,
en la actualidad, se ven afectados por varios factores a un ritmo sin precedentes, entre estos se encuentran
la fragmentacion y pérdida de hébitat, la caza, la introduccion de especies exoticas y el incremento de
mamiferos que son percibidos como plaga (Harper et al. 2019; Sales et al. 2020a). Por tal razon, es prioridad
conocer a fondo el estado de las poblaciones de mamiferos para establecer adecuados programas de
conservacion. EI ADN ambiental ofrece un enfoque prometedor para evaluar la diversidad de este grupo,
ya que ayuda en la documentacién de cambios temporales en los rangos de especies conocidas y se prevé
puede revelar la existencia de mas de 300 nuevas especies en los proximos 20 afios (Calvignac-Spenceret al.2013;
Coutant et al. 2021).

El ADN ambiental representa una herramienta que puede ser ampliamente utilizada en sistemas
acudticos y terrestres para el estudio de taxones de mamiferos no acuaticos, debido a que proporciona
una base para el seguimiento futuro a nivel de paisaje en escalas espaciales y temporales amplias; es
decir, el ADN ambiental puede tener repercusiones en las investigaciones regionales y nacionales (Sales
et al. 2020b).

A diferencia de los métodos tradicionalmente usados para estudiar mamiferos terrestres vy
semiacuaticos, con el ADN ambiental no es comudn encontrar estimaciones sesgadas de ocurrencia, sobre
todo de especies raras, esquivas (dificiles de observar) o de baja densidad; mientras que, con los métodos
tradicionales, la deficiencia de datos impide una estimacién solida de las expansiones o disminuciones
del area de distribucion de los mamiferos y las tendencias de la poblacion, lo que obstaculiza la
conservacion de las especies (Sales et al. 2020b).

La gran variedad de fuentes de eDNA permite hacer estudios mas eficientes, de bajo costo y de mayor

escala temporal y espacial, basados en evidencia para la conservacién y el manejo de las especies (Sales
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et al. 2020b). En el anexo 1 se presentan algunas de las aplicaciones del eDNA como herramienta
informativa y complementaria a métodos tradicionales en estudios que buscan dar respuesta a dificultades
en la deteccion, identificacion, monitoreo, caracterizacion de la diversidad, gestion de especies invasoras,
analisis de dieta y sexaje de mamiferos terrestres y semiacuaticos. A continuacion, se detallan los usos mas

importantes:

2.1.1. Deteccion, identificacién y monitoreo de especies. EI monitoreo de especies con muestras
ambientales proporciona un método de muestreo integral para determinar los datos comunitarios
necesarios para su conservacion y manejo (Deiner et al. 2017).

Segun los estudios existen tres tipos de eDNA que podrian ser Utiles para detectar y monitorear
mamiferos terrestres: 1) rastros especificos como heces, cabello, orina o huellas, muestreados en areas
donde se espera que haya presencia de mamiferos, 2) iDNA de moscas carrofieras / insectos y
sanguijuelas que contienen ADN de mamiferos y, 3) donde termina el ADN, es decir, estanques / agua
potable, lamidas de sal, etc. (Winding et al.2019). Cabe aclarar que cuando se trata de rastros especificos
0 iDNA, la muestra podria ser considerada como no invasiva en lugar de ambiental si antes del analisis
genético, se conoce a qué especie pertenece.

Uno de los estudios iniciales en los que se utilizd6 ADN ambiental para detectar especies de mamiferos
fue el de Andersen et al. (2012). A partir de analisis de ADN del suelo, registraron la presencia de grandes
mamiferos terrestres en parques de safaris, jardines zooldgicos y granjas en tres paises europeos
(Dinamarca, Alemania y Suecia).

Un ejemplo de deteccion exitosa de mamiferos terrestres, haciendo uso de eDNA en rastros
especificos, es el que se reporta en Kinoshita et al. (2019). Se mostr6 que es posible recuperar el ADN
de huellas de nieve e identificar especies de mamiferos terrestres a partir de sus rastros. Los
investigadores lograron reconocer tres especies de carnivoros y un venado en la villa Kuta, al norte de
Kyoto, Japon a partir del ADN proveniente de huellas que habian sido formadas dias atréas.

En los Estados Unidos, investigaciones similares fueron llevadas a cabo por Franklin et al. (2019) y
Barber-meyer et al. (2020). En estos trabajos se reportaron identificaciones contundentes de mamiferos
terrestres a partir de huellas en la nieve.

En cuanto a estudios donde se utiliza iDNA de micropredadores para monitorear mamiferos terrestres
en ambientes naturales, se encuentra el de Schnell et al. (2012). En esta investigacion, a partir del iDNA
proveniente de sanguijuelas hematofagas de una selva tropical vietnamita de dificil acceso se
identificaron mamiferos cripticos, raros y recién descubiertos. Un estudio similar fue realizado por

Schnell et al. (2018). Haciendo uso de iDNA de sanguijuelas hematofagas como herramienta de
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deteccidn, se logro identificar varios vertebrados, en su mayoria mamiferos terrestres. Sin embargo, a
diferencia de Schnell et al. (2012), este estudio se llevd a cabo en tres continentes, abarcando cinco
regiones geograficas diferentes que cubren casi todo el rango de sanguijuelas terrestres hematofagas,
representando todos los lugares del mundo donde podria aplicarse el método.

Por otro lado, Rodgers et al. (2017) confirmaron que la metabarcoding de ADN derivado de la mosca
carrofiera, es una buena herramienta para la deteccién de mamiferos terrestres ya que al comparar con
los resultados obtenidos por las camaras trampa los investigadores lograron identificar un mayor nimero
de mamiferos terrestres residentes en la Isla de Barro Colorado en Panama.

Las fuentes hidricas también representan un recurso de eDNA proveniente de mamiferos terrestres y
semiacudticos. Esto es debido a que brindan oportunidades para beber, alimentarse y reproducirse
(Harper et al. 2019). Lo anterior da pie para que con métodos basados en eDNA se puedan establecer
evaluaciones rapidas y rentables de mamiferos. Por ejemplo, Cannon et al. (2016) reportaron gque, con
muestras de agua recolectadas del rio Cuyahoga en Ohio (Estados Unidos), recuperaron eDNA de una
amplia gama de organismos, incluidas 17 especies de mamiferos. La mayoria eran terrestres, pero también
encontraron ADN de algunos organismos semiacuaticos como castores y ratas almizcleras. Los autores
mencionan que es probable que las muestras de eDNA de mamiferos hayan sido de heces o cadaveres
que estaban descomponiéndose en el rio. Ushio et al. (2017) destacan el uso de eDNA metabarcoding
para detectar taxones de mamiferos usando muestras recolectadas de ecosistemas forestales en Hokkaido
(Japdn). Resultados similares se obtuvieron en los reportes de Furlan et al. (2020) en parques naturales
de Australia y Seeber et al. (2019) en parques naturales de Namibia y Tanzania, al extraer ADN
ambiental de zonas aridas o con agua limitada, donde las especies terrestres usualmente se ven obligadas
a congregarse en pozos de agua (Furlan et al. 2020; Seeber et al.2019).

No obstante, para las fuentes de agua, la sefial de eDNA de mamiferos silvestres, tiene probabilidades
de deteccidn relativamente bajas en comparacion con los peces. Sellers & Hanfling (2020) demostraron
que la presencia de mamiferos arbéreos y semiacuaticos se puede detectar de manera confiable a partir
del eDNA del agua de lagos, siempre que el tamafio de la muestra (densidad poblacional) sea suficiente
para adaptarse a las bajas probabilidades de deteccion.

Cabe aclarar que las muestras de ADN ambiental provenientes de fuentes de agua también han sido
utilizadas en estudios piloto para la identificacion de especies de mamiferos terrestres en condiciones de
cautiverio. Asi lo muestranRodgers & Mock (2015) a partir de la recoleccion de agua potable en una
instalacion de coyotes cautivosen Utah (Estados Unidos). Identificaron positivamente la especie de
coyote presente. Posteriormente, Ushio et al. (2017) hicieron andlisis de metabarcoding de eDNA de

muestras de agua de jaulas de zooldgicos en Yokohama (Japon) y detectaron con éxito 10 de las 13
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especies de mamiferos presentes, entre las que se encontraban mamiferos terrestres y semiacuaticos.

El ADN ambiental, también ha sido usado para rastrear especies terrestres en ecosistemas urbanos.
Asi lo demuestran Kim et al. (2020), que a partir de la recoleccion de muestras de agua de un ecosistema
urbano de la ciudad de Suwon (Corea del sur) detectaron a nivel especifico, mamiferos terrestres como
ratones, canidos, mapaches, ardillas, y por supuesto, humanos. Un estudio similar fue publicado por
Hupalo et al. (2021), quienes, con fines educativos, utilizaron ADN ambiental acuatico como método
rapido de evaluacion de la biodiversidad urbana en la ciudad de Trondheim (Noruega) encontrando gran
variedad de macroorganismos, entre estos, mamiferos terrestres como cerdos, bovinos, entre otros. Este
tipo de hallazgos, permiten que, posteriormente a través de divulgacion cientifica, se promueva el
conocimiento sobre la biodiversidad en areas urbanas, ya que una sociedad educada que demuestra

interés y compromiso es un factor clave en la conservacion de la biodiversidad.

2.1.2. Genética/genomica de poblaciones. EI muestreo genético de poblaciones silvestres
permite abordar cuestiones de demografia, parentesco individual, estructura de la poblacion y mas
aspectos importantes de la biodiversidad que dificilmente se resuelven con otro tipo de monitoreos. Por
ejemplo, el monitoreo del comportamiento (Aylward et al. 2018). Sin embargo, el estudio de genética de
poblaciones a partir de muestras de ADN ambiental ha presentado grandes desafios en comparacion con
diferentes estudios basados en eDNA, debido a que, a diferencia de los ya conocidos analisis genéticos
poblacionales no invasivos a partir de muestras especificas como cabello, heces, entre otros, el analisis
simultaneo de ADN de mudltiples individuos y especies requiere de una mejor resolucién para evaluar
adecuadamente los niveles precisos de variacién genética o estimar medidas de poblacién, como el
tamafo efectivo, el indice de fijacion, entre otras (Barnes & Turner 2016). Algunas publicaciones
mencionan métodos novedosos de gendmica de poblaciones a partir de muestras de ADN ambiental. Tal
es el caso de Aylward et al. (2018). A partir de muestras de corteza de arbol mordidas por Iémures,
lograron obtener genomas mitocondriales completos para el analisis gendmico poblacional de aye-aye
de Madagascar (Daubentonia madagascarensis), una especie de lIémur en peligro de extincion. Sus
resultados demostraron una alta diferenciacion genética entre algunas poblaciones.

Si bien es cierto que publicaciones como la de Aylward et al. (2018) utilizan muestras no invasivas,
seria interesante indagar hasta qué punto estas podrian considerarse ambientales, ya que la muestra es
basada en rastros bioldgicos evidentes y al ser tomada de cortezas que usualmente son mordidas por
Iémures, se espera obtener ADN de aye-aye.

La aplicacion de eDNA para estudios similares en distintos mamiferos terrestres y semiacuaticos

puede ser un desafio debido a la considerable falta de datos de referencia de genética de poblaciones. Sin
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embargo, mientras mas asequibles sean los métodos para realizar estudios genético-poblacionales,
ademas de la facilidad para acceder a los lugares de muestreo, el uso de eDNA en genética de poblaciones
puede ser una posibilidad real y cercana (Barnes & Turner 2016).

2.1.3. Estimacion de medidas e indices de biodiversidad.

2.1.3.1. Riqueza. Los métodos convencionales para estudiar la riqueza y la abundancia estan
limitados por la identificacion taxondmica y pueden causar perturbaciones o destruccion del habitat.
Igualmente, en algunas ocasiones dependen de métodos en los que es dificil detectar especies pequefias
o elusivas, lo que imposibilita las estimaciones para comunidades enteras. El eDNA puede complementar
estos métodos al caracterizar con precision la riqueza de especies de la comunidad en estudio, debido a
que permite muestrear una mayor diversidad y aumentar la resolucién taxonémica. Gracias al céalculo de
indices de diversidad, utilizando el software apropiado, es posible modelar y asociar ecolégicamente los resultados
de secuenciacion de eDNA metabarcoding (Deiner et al. 2017; Thomsen & Willerslev 2015).

Las evaluaciones mas comunes incluyen diversidad alfa (rarefaccion, visualizacion de perfiles
taxonomicos) y diversidad beta (componentes principales / anlisis de coordenadas, ordenacion, etc.),

antes de la prueba de hipotesis mediante analisis estadistico posterior (Deiner et al. 2017).

indice Chao2. En muestras ambientales, para estimar la riqueza a partir de diversidad alfa, el indice
Chao2, es util en estudios con iDNA. En base a datos de ausencia/presencia, muestra la diferencia en la
estructura de la comunidad entre los sitios de muestreo. Es decir, el coeficiente de Chao?2 tiene en cuenta
el efecto que tienen las especies no detectadas sobre el conjunto total; ademas, supera a otros indices de
disimilitud cuando hay una gran cantidad de especies raras presentes en la muestra (Chao et al. 2005).
En la publicacion de Drinkwater et al. (2020) se menciona que, la deteccidén de un mamifero a partir de
iDNA proveniente de sanguijuelas, requiere que el iDNA dentro del invertebrado esté lo suficientemente
intacto para la amplificacion por PCR. Por lo tanto, el iDNA probablemente subestime la diversidad real
en un habitat dado. Por esa razon, los investigadores utilizaron el indice de Chao2 para estimar la
diversidad alfa de los mamiferos, en funcidon de la incidencia de los taxones y asi dar cuenta del potencial
de muestreo. Por otro lado, en el estudio también se reporta el uso del indice de Simpson como medida

de diversidad, con un intervalo de confianza del 84%.

indice de Shannon. Este indice de estimacion de riqueza también ha sido usado para calcular la
diversidad de haplotipos de mamiferos terrestres identificados mediante eDNA. Andersen et al. (2012)

encontraron que la riqueza de haplotipos aumenta cuando se dispone de réplicas espaciales.

2.1.3.2.  Abundancia relativa. De acuerdo con Barnes & Turner (2016), distinguir entre la

abundancia y la proximidad de organismos (tanto en el espacio como en el tiempo) a partir de ADN
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ambiental representa un desafio para las investigaciones en este tema. Ello esta motivado al hecho de que
el agua y el aire pueden transportar rapidamente el eDNA a distancias lejanas y este se descompone
exponencialmente en el ambiente. Por lo tanto, los estudios que incluyen analisis de caracteristicas como
produccién, transporte y descomposicion del ADN ambiental son los que probablemente estén en la
capacidad de estimar la abundancia de organismos a grandes escalas a partir de la cuantificacion de
eDNA. Las medidas de abundancia obtenidas pueden revelar cambios estacionales en factores como el
uso de microhabitats, asi como los impactos de la depredacion y la competencia (Bohmann et al. 2014).

Hasta la fecha, entre los estudios que han intentado estimar la abundancia de eDNA en mamiferos, se
incluye el de Thomsen et al. (2012). Este mostré que la abundancia de eDNA medida por qPCR, se
correlaciona positivamente con la abundancia de la poblacion estimada con herramientas tradicionales.
Posteriormente, Wilcox et al. (2018) probaron la eficacia del enriquecimiento de captura (un enfoque de
optimizacion de protocolos de amplificacion que facilita la metabarcoding) utilizando muestras
ambientales y mezclas de ADN gendémico de composicion conocida para detectar ADN de vertebrados.
En el estudio se encontré que el método utilizado refleja con precision la abundancia relativa de los
taxones en cuestion, entre los que se incluyeron mamiferos semiacuaticos como castores, nutrias y
Visones.

2.1.4. Especies de principal interés para la conservacion.

2.1.4.1.  Especies amenazadas, raras, esquivas o cripticas.

La presencia, distribucion y datos de interaccidn ecoldgica de especies amenazadas en un habitat son
conocimientos esenciales para comprender los requisitos para la persistencia de dichas especies. Por lo
tanto, documentar esta informacion puede desencadenar una serie de acciones bajo las leyes relativas a
la planificacion de conservacion de la biodiversidad. Con frecuencia, los datos relevantes para la toma
de decisiones se derivan de los esfuerzos de monitoreo exigidos por las leyes ambientales que imparten
una accién concordante con los datos recopilados (Deiner et al. 2017; Huerlimann et al.2020).

El muestreo de eDNA tiene el potencial de mejorar la investigacion de especies amenazadas porque
no interactua directamente con el objetivo y, por lo tanto, elude las restricciones de manejo de las especies
protegidas, ademas de minimizar la alteracion del habitat (Huerlimann et al.2020).

De manera similar, la gestion de especies raras es una prioridad de conservacion en todo el mundo,
pero esta tarea aun tiene dificultades grandes debido a los errores de deteccion en los estudios
poblacionales. Los errores de falso positivo (identificacion errénea) y falso negativo (deteccion perdida)
son frecuentes en los estudios de especies raras y pueden afectar las inferencias resultantes sobre el estado
o distribucion de su poblacién. EI ADN ambiental ofrece un enfoque confiable que supera las

limitaciones mencionadas y, gracias a su sensibilidad, permite realizar estudios eficientes de
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identificacion de especies raras (Franklin et al. 2019).

Las especies dificiles de observar (esquivas) y las especies que no se pueden diferenciar
morfolégicamente (cripticas), normalmente cuentan con datos desactualizados, inexistentes, o
insuficientes para la evaluacion del estado de conservacion; en este caso, la incorporacion de métodos de
eDNA podria proporcionar datos esenciales o adicionales (Huerlimann et al.2020).

Algunos estudios han demostrado la eficacia de los métodos de eDNA para recopilar informacion de
especies de mamiferos terrestres o semiacuaticos de especial interés para la conservacion. Los ejemplos
van desde organismos clasificados como “muy raros”, por ejemplo, zariglieyas y perros de monte
neotropicales (Coutant et al.2021) y primates nocturnos, raros, esquivos y amenazados, como los aye-
aye (D. madagascarensis) en Madagascar (Aylward et al.2018), o carnivoros raros en ambientes
forestales (Franklin et al.2019) hasta organismos semiacuaticos raros y amenazados como la nutria
euroasiatica (Lutra lutra) (Thomsen et al. 2012) y la musarafia de agua japonesa (Chimarrogale
platycephala) (Yonezawa et al. 2020).

Entre las publicaciones més recientes acerca del uso de ADN ambiental para la deteccion de
mamiferos terrestres que se ubican en la categoria de raros y amenazados se encuentra la de Priestley et
al. (2021). Estos autores, utilizando tubos revestidos de papel obtuvieron muestras de orina que contenian
ADN del lirdn avellana (Muscardinus avellanarius), un roedor amenazado. Empero, en el estudio se
menciona que la muestra fue obtenida en un sitio de ocupacion conocido, por lo tanto, no se consideraria
estrictamente como ADN ambiental sino como ADN de muestra no invasiva.

Otra publicacién acerca del uso de ADN ambiental para la deteccion de mamiferos terrestres
amenazados es la de Sales et al. (2020a); en esta investigacion se destaca la identificacion de especies
amazonicas vulnerables como el 0so hormiguero gigante (Myrmecophaga tridactyla) y el tapir de tierras
bajas (Tapirus terrestris). En otro reporte, Coutant et al. (2021) informan que, a partir de eDNA acuatico,
fue posible la identificacion de especies de mamiferos terrestres y semiacuaticos incluidos en la lista roja
de la UICN franco-guyanesa. Entre estos estan la nutria gigante (Pteronura brasiliensis), el jaguar
(Panthera onca), el puma (Puma concolor) y el pecari de labio blanco (Tayassu pecari).

2.1.4.2.  Especies invasoras.

Segun Bohmann et al. (2014), la conservacion de la biodiversidad y el manejo de los recursos
bioldgicos requieren estrategias de manejo multinivel sobre especies exaticas, con el fin de (1) prevenir
invasiones bioldgicas, (2) detectar especies exoticas en una etapa temprana de la invasion, y (3) erradicar
o mantener en un nivel bajo de densidad poblacional las especies exoticas que fueron introducidas con
éxito. Bohmann et al. (2014) también mencionan que un prerrequisito para cualquier medida de control
sobre especies no nativas es la capacidad de iden{isficar rapida y exitosamente las supuestas especies



exdticas amenazantes.

La deteccion de eDNA ofrece una herramienta prometedora para monitorear los habitats en busca de
nuevos invasores, ya sean transportados desde lejos o en el frente de invasion (Williams et al. 2018).
Algunos estudios han propuesto el uso de eDNA para detectar mamiferos terrestres invasores que tienen
interaccion limitada con el agua (Hauger et al.2020; Williams et al. 2018). Ensayos similares han
identificado con éxito especies de carnivoros terrestres invasores en ecosistemas naturales del estado
insular de Tasmania, Australia, como es el caso del zorro rojo (Vulpes vulpes) (MacDonald, Sarre 2015),

el perro doméstico Canis lupus familiaris) y el gato domestico (Felis catus) (Modave, 2017).

2.15. Interacciones tréficas (andlisis de dieta). EI ADN ambiental, también aporta informacion
atil para comprender interacciones de tipo predador-presa en diferentes habitats. Por ejemplo, en un
estudio realizado por Modave (2017) que consisti6 en la recoleccidn de heces en habitats con tres tipos
de vegetacion (bosques de eucalipto, matorrales costeros y vegetacion agricola-urbana) en Tasmania,
Australia, se encontrd que el demonio de tasmana (Sarcophilus harrisii) tiene una dieta estrecha, ya que
esta no varia en funcion de los tres habitats en cuestion. Mientras que el gato doméstico (F. catus) mostro
un aumento en el consumo de mamiferos nativos en los bosques de eucaliptos, en comparacion con un
aumento de ingesta de roedores introducidos en tierras agricolas.

Tradicionalmente, los analisis de dieta en vertebrados se realizan observando directactamente las
fuentes de alimentacion de los organismos, buscando huellas en el suelo blando o en la nieve, a través de
telemetria, haciendo un recuento de granulos y analisis histolégicos de granulos y estdbmagos, o
recolectando sus heces y examinando detalladamente, con ayuda de equipos de visualizacion, posibles
fragmentos del alimento (Nichols et al. 2012). Sin embargo, en ausencia de observaciones directas de
busqueda de alimento, estos métodos tienen limitaciones en estudios de ecologia de depredadores,
competencia interespecifica, particién de nichos, entre otros (Bohmann et al. 2014; Nichols et al. 2012).

Los analisis de dieta a partir de ADN ambiental resuelven algunas de las deficiencias mencionadas
para estudios ecoldgicos. Por ejemplo, Nichols et al. (2012) identificaron algunas especies de ungulados
a partir de ADN recolectado de plantas durante el ramoneo, lo que permitié la cuantificacion precisa de

los patrones de alimentacion y las interacciones competitivas en conjuntos de multiples especies.

2.1.6. Sexaje. Los avances mas recientes en tecnologia y metodologia han ampliado la
capacidad de la investigacion basada en eDNA para incluir la identificacion del sexo de los individuos
(Huerlimann et al. 2020). Sin embargo, los estudios que afirman haber logrado determinar el sexo de
mamiferos terrestres a partir de ADN ambiental, utilizan muestras de residuos bioldgicos evidentes.

Ademas, en estos estudios es posible la identificacién morfoldgica previa de los individuos. Por lo que a
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pesar de que, en las publicaciones los autores mencionan el uso de eDNA, estas muestras estarian mejor
categorizadas como no invasivas en lugar de ambientales. Por ejemplo, en la investigacion de Nichols &
Spong (2017) se determino el sexo de 62 ungulados con ensayos de SNP a partir de muestras de tejidos
en descomposicion recolectados en carreteras 0 en bosques y otros obtenidos por cazadores. Por otro
lado, Wheat et al. (2016) reportaron que la saliva residual recolectada de los cadaveres de salmon
parcialmente consumidos proporcion6 suficiente ADN para detectar el sexo de 62 individuos de 0so

pardo (Ursus arctos).

2.2. Limitaciones y perspectivas futuras. A pesar de los multiples usos del eDNA, aln existen
limitaciones y desafios por superar. EI anexo 2 muestra algunos de los inconvenientes que se han
presentado o se pueden llegar a presentar en investigaciones de ADN ambiental con aplicaciones a la
conservacion de mamiferos terrestres y semiacuaticos. Adicionalmente, se destacan ciertas soluciones
propuestas por algunos autores para minimizar o evitar estos problemas.

A partir de las recomendaciones establecidas por Harper et al. (2019) para el estudio de mamiferos
utilizando metabarcoding de eDNA, se puede decir que, aunque los analisis basados en ADN ambiental
son prometedores para el monitoreo de mamiferos, ya que abarcan especies prioritarias de conservacion
y manejo, hay factores que, si bien no se tienen en cuenta para estudios de otros vertebrados, si son
necesarios a la hora de disefiar y realizar proyectos de eDNA en este grupo. Los factores por considerar
son: 1) las probabilidades de deteccion de eDNA de mamiferos en sistemas naturales son altas cuando se
estudian areas con poblaciones densas. Sin embargo, se requieren estrategias de muestreo rigurosas para
rastrear mamiferos en areas escasamente pobladas por individuos. 2) Para tener en cuenta las tasas
diferenciales de visitas de mamiferos y maximizar las probabilidades de deteccion de eDNA, se
recomienda que los investigadores y los profesionales que utilizan el eDNA metabarcoding para el
seguimiento de mamiferos canalicen sus esfuerzos en un muestreo extenso en un area determinada

durante escalas de tiempo prolongadas.

De acuerdo con Bohmann et al. (2014) seria posible implementar un muestreo mecanico de eDNA,
similar al de las boyas de muestreo de derrames de petroleo o las sonoboyas militares en el futuro. Cuando
se combina con la tecnologia para transmitir datos en vivo, como la utilizada por el Servicio
Meteoroldgico Nacional de EE. UU, la tecnologia que actualmente esta desarrollando Oxford Nanopore
Technologies para tomar muestras y analizar el ADN utilizando un MinlONTM portétil dispositivo, y el
proyecto actual en curso para mapear la superficie de la tierra en 3D, no esta mas alla del ambito de
posibilidad imaginar una situacion en la que los videos de eDNA se pueden grabar en tiempo real desde
estaciones de muestreo automatizadas. Asi mismo, se espera que exista una red a nivel mundial que
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coordine actividades de vigilancia y monitoreo de eDNA a medida que se establezca una prueba de
principio en una variedad de entornos con sus respectivos organismos residentes. Esto proporcionaria un
marco potencial para la prediccion de redes de ecosistemas globales y permitiria el desarrollo de modelos
dinamicos para todo el ecosistema.

Entre las posibles aplicaciones de eDNA a corto plazo, se tiene su potencial uso como herramienta de
modelamiento de distribucion de especies. Incluso, esto abre posibilidades para que los investigadores
revelen la distribucion y la interaccion de las especies en un solo estudio (Leempoel et al. 2020).

Sin embargo, ninguna investigacion recomienda reemplazar el requisito de experiencia taxondémica sobre
la biota o utilizar ADN ambiental como Unico método para obtener informacion de organismos,
poblaciones o especies. En su mayoria, sugieren concentrar esfuerzos en unificar métodos de estudio
tradicionales, con eDNA, para tener un acercamiento mas efectivo a la realidad de las especies de

mamiferos terrestres y semiacuaticos.

2.3. Potencial uso del ADN ambiental como herramienta para la conservacion de mamiferos
terrestres y semiacuaticos en Colombia. De acuerdo con Lozano-Mojica & Caballero (2021), el ADN
ambiental y sobre todo el eDNA metabarcoding representa una fuente confiable de informacién inicial
para mejorar los datos existentes sobre biodiversidad, actualizandolos o completandolos para muchas
regiones de Colombia.

La simplicidad de implementacion de esta técnica y la variedad de origenes de muestras para
vertebrados ayudaria a que investigadores, gobiernos, comunidades locales, y ONG tomen decisiones
relevantes para la conservacion de la diversidad de mamiferos en el pais.

Dado que hasta la fecha en Colombia sélo hay reportada una investigacion en la que se utiliza ADN
ambiental para la deteccidn especifica de mamiferos, y fue enfocada a una especie acuatica (Kogia sima)
(Juhelet al. 2020), para los primeros analisis de eDNA con mamiferos no acuaticos es posible que gran
parte de la informacién sea dificil de comparar. Por otro lado, ya existen datos basados en ADN ambiental
en paises con biomas como los que estan presentes en Colombia, esto facilita el inicio de estudios piloto
con eDNA como herramienta para proyectos de conservacién de mamiferos terrestres y semiacuéaticos.

En la publicacion de Lozano-Mojica & Caballero (2021), mencionan que las muestras de agua podrian
usarse para monitorear mamiferos amenazados o raros, debido a que a partir de muestras de cuerpos de
agua del norte de Colombia y utilizando cebadores universales para vertebrados, identificaron algunos
géneros y especies de mamiferos terrestres y semiacuaticos en peligro de extincion. Sin embargo, de
acuerdo con lo discutido en este mismo estudio, las especies mas raras pueden tener una menor

representacion en las muestras, por lo que se recomienda el uso de cebadores especificos de mamiferos
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para obtener datos més confiables a nivel de especie.

El ADN ambiental se considera una herramienta inicial de bajo costo y eficiente para monitorear
comunidades en una amplia variedad de hébitats (Lozano-Mojica & Caballero 2021). Los estudios
basados en ADN ambiental y dedicados al muestreo de mamiferos en trépicos humedos biodiversos
(Coutant et al. 2021; Drinkwater et al. 2020; Ishige et al. 2017; Sales et al. 2020a) pueden servir de
base para iniciar investigaciones de monitoreo de mamiferos terrestres y semiacuaticos en la Amazonia
colombiana, ya que, aparte de los factores ecologicos y bioldgicos compartidos, en estos ecosistemas es
comun el rapido cambio de uso de la tierra para la agricultura entre otras presiones antropogénicas como
la deforestacion (Drinkwater et al. 2020). En el escenario de la Amazonia colombiana, las muestras
ambientales serian Utiles para obtener informacion acerca de las especies u organismos que habitan en
zonas de dificil acceso humano ya sea por las condiciones geogréaficas o sociales del lugar. Por ejemplo,
seria posible iniciar analisis de diversidad de mamiferos terrestres y semiacuéticos, de manera similar a
como se hizo por Coutant et al. (2021), quienes, a partir de muestras ambientales en tres rios de la
Amazonia Guyana francesa, generaron inventarios de mamiferos emblematicos de la regién y revelaron
fuertes variaciones en la riqueza de especies detectadas en los tres rios.

Sin embargo, debido a que existen algunas dudas sobre la utilidad y capacidad de deteccion de esta
técnica, ademas de la continua posibilidad de presentar falsos negativos o falsos positivos entre otros
errores o problemas comunes, es recomendable que las investigaciones de eDNA estén acopladas a otras
técnicas de censos de diversidad de mamiferos como camaras trampa, analisis genéticos no invasivos o
incluso nuevas tecnologias como la toma de datos con ayuda de drones (Bohmann et al. 2014).

Los bosques secos tropicales ubicados sobre todo al norte del pais también podrian ser candidatos
ideales para iniciar con estudios de eDNA relacionados con deteccién e identificacion de mamiferos
terrestres y semiacudticos. Por ejemplo, se podria tomar como base, la investigacion de Rodgers et al.
(2017) en la isla de Barro Colorado en Panama4, ya que en el lugar de muestreo se identificaron especies
de mamiferosterrestres similares a las que se pueden encontrar en bosques tropicales insulares de
Colombia. Algunasde estas especies son monos aulladores (Alouatta palliata) y monos arafia (Ateles
geoffroyi).

Los estudios poblacionales a partir de ADN ambiental representan un mayor desafio. En Colombia
seria posible el monitoreo de especies emblematicas, como el 0so de anteojos (Tremarctos ornatus), a
partir de la saliva u otros rastros depositados en una fuente de alimento o cerca a esta, de igualmodo a
como se hizo por Wheat et al. (2016) para estimar la densidad de una poblacion de osos pardos (U. arctos)
en el sureste de Alaska. Sin embargo, hay que tener en cuenta que al tratarse de un rastro biologico

observable y ante el previo conocimiento ecoldgico de la especie, este tipo de muestras basadas en la
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dieta de los organismos no representan en si muestras ambientales sino no invasivas.

Por otro lado, aungue no son tan comunes, también hay evidencias que sustentan el uso de eDNA para
identificar la biodiversidad presente en zonas aridas. Furlan et al. (2020) caracterizaron la diversidad
local de vertebrados a partir de muestras de agua de pozos de zonas aridas de Australia. Lo anterior,
puede ser una guia para estudios de eDNA en zonas aridas de Colombia como desiertos con fuentes de
agua naturales donde pueden llegar mamiferos a refrescarse, alimentarse o reproducirse.

El ADN ambiental también representa una herramienta potencial para detectar especies invasoras
introducidas en sistemas hidricos de flujo libre. Por ejemplo, después de que investigadores en Michigan,
Estados Unidos notaron que era dificil localizar individuos de cerdos salvajes invasores en Norteamérica,
debido a sus movimientos frecuentes en grandes areas de distribucion y uso extensivo de humedales y
otros ecosistemas de dificil acceso, se empezd a implementar el eDNA como método de monitoreo para
cerdos salvajes, lo cual le permite a los administradores de vida silvestre detectar animales antes de que
se establezcan grandes poblaciones y ubicar pequefios grupos de individuos presentes en paisajes
expansivos para enfocar esfuerzos de erradicacion (Hauger et al.2020).

Es posible que los resultados del anterior estudio mencionado proporcionen bases para el desarrollo
de técnicas de eDNA, con fines de muestreo y monitoreo de especies invasoras en Colombia que
frecuenten sistemas hidricos de dificil acceso. Por ejemplo, el uso de ADN ambiental como herramienta
complementaria para el monitoreo de los hipop6tamos (Hippopotamus amphibius) podria ayudar en la
urgente necesidad de determinacidn del area de distribucion de esta especie invasora en la cuenca del rio
Magdalena. Incluso, no se descartan las alianzas locales de monitoreo participativo en la cuenca media
y baja de este rio (Castelblanco-Martinez et al. 2021). Es decir, se puede llegar a utilizar esta y otras
técnicas involucrando la participacién de cientificos y comunidades locales para generar resultados
validos en un monitoreo mas eficiente de la especie invasora (Castelblanco-Martinez et al. 2021).

3. Conclusiones

El uso de ADN ambiental como herramienta para la conservacion de mamiferos terrestres y
semiacudticos se ha incrementado en la ultima década debido a que permite realizar estudios eficientes,
de bajo costo y a escalas temporales y espaciales amplias. EI eDNA ha sido utilizado en estudios de
deteccidn, identificacién, monitoreo, caracterizacion de la diversidad, gestién de especies invasoras,
andlisis de dieta y sexaje de mamiferos. Sin embargo, seria interesante analizar en detalle el origen de las
muestras ambientales, puesto que ciertas publicaciones no distinguen entre muestra ambiental y muestra
no invasiva. Por otro lado, las metodologias basadas en eDNA aln estan en desarrollo y no es posible
considerar que el ADN ambiental sea un reemplazo total de los métodos tradicionales utilizados en

estrategias de conservacion; en lugar de eso es un complemento para que los esfuerzos de preservacion
20



de mamiferos a nivel mundial tengan mayor cobertura y confiabilidad. En el futuro, se espera que
investigaciones basadas en ADN ambiental sean cada vez mas influyentes en el marco legal de proteccion
de especies en todo el mundo. En ese sentido, y siguiendo las recomendaciones de estudios realizados en
otros paises con diversidad de biomas, el eDNA acoplado a técnicas tradicionales puede llegar a ser una
herramienta rentable y eficaz en programas de conservacion de mamiferosterrestres y semiacuaticos en

Colombia.
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5. Anexos

Anexo 1. Ejemplos seleccionados de estudios de ADN ambiental con aplicaciones en conservacion de
mamiferos terrestres y semiacuaticos a nivel mundial.

: Taxones* Aplicacion Localizacion
I a?%%eegt?Zs Taxén obietivo Mamiferos /Descripciondel  geografica del Referencia
J detectados** estudio estudio
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Eafe?ri Vertebrados Felidae, Bovidae especies, Dinamarca Andersenet
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Jardines diversidad
zooldgicosy
granjas.
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parcialmente  Ungulados (corr)zo) Cervus dama Identificacionde Suecia Nichols et
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Carnivora
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nieve terrestres Canidae especies Japon (2019)
Aguay Elephantidae_, Parque Nac_ipnal
. Orycteropodidae, Etosha, region de
sedimentos . ; : -
de pozos Mamiferos Eqmdae, _ Monl'goreo de Karas (Narr_ubla) y Seeber etal.
naturales y terrestres Hippopotamidae, especies Parque nacional (2019)
e Bovidae, Hyaenidae, Serengueti,
artificiales . . .
Felidae, Canidae Tanzania
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Discriminacion
entre heces de

Reservas y Parques

naturales en

Heces Ungulado Cervidae, Suidae, especies de ¢ . Spitzer etal.
seuropeos Bovidae, Equidae pect Suecla, Paises (2019)
tamanos bajos, Alemania y
Ramas Especies Ciervo rojo (C. Analisis de Parque Nacional =~ Van Beeck
parcialmente rarﬁonea doras elaphus), Corzo (C. dieta: patrones del Bosque Calkoen etal.
consumidas capreolus) deramoneo Bavaro,Alemania (2019)
Bosque Nacional
e ! Barber-
Huellas de L obos C.lupus Identificacionde  Superior, meyer et
nieve*** especies lI\J/IllJnnesota, EE. al. (2020)
Cervidae, Suidae, Estimacion
Tragulidae, Felidae, de diversidad.
) Ursidae, Viverridae, Anadlisis de Sabah. Borneo Drinkwater
iDNA de Mamiferos Manidae, impacto de la Malas.a " etal(2020)
sanguijuelas Cercopithecidae, degradacion de ' '
Elephantidae, habitat sobre la
Hystricidae diversidad
Bovidae, Elephantidae,
Equidae,
Pozos de Rhinocerotidae, . .
agua en . e . Monitoreo de Parque Nacional  Farrell etal.
. Mamiferos Giraffidae, Hyaenidae, . i
ecosistemas . especies Kruger, Sudafrica  (2020)
de sabana S‘%'da& .
Hippopotamidae,
Felidae
Pozos de Equidag, _ . ro?szszrgisg e
Vespertilionidae, Deteccion de : Furlan et
agua en Vertebrados . . : nacionales
. Molossidae, Camelidae, especies . ... al.(2020)
zonas aridas ) Watarrka y Tjoritja
Macropodidae .
en Australia
Arroyos Bluff
. Deteccién de Creek y Black Hauger etal.
Arroyos S. scrofa (Jabali) S. scrofa especie invasora  Creek, Michigan, (2020)
EE. UU
Agua de . . Deteccion de .
ecosistema Vertebrados “:’/lcll;;iréize’ Canidze, especies en gﬂ\r/von, Corea del (Kzlorr;g)t al.
urbano areas urbanas
Bovidae, Canidae,
Superficie Cervidae, Cricetidae, Reserva Biologica
P . Equidae, Felidae, Deteccion y . g
desuelo en Mamiferos . ) . Jasper Ridge Leempoelet
Leporidae, Muridae, monitoreo de .
reserva terrestres D . . (JRBP), California, al. (2020)
AP Sciuridae, Suidae, especies
biologica EE. UU

Talpidae,
Vespertilionidae,
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Didelphidae,
Geomyidae,
Mephitidae

Rios, arroyos
y sedimentos

Procyonidae,
Phyllostomidae,

Bosques

Mamiferos Didelphidae, Atelidae, = Monitoreo de amazonicos y Sales NGet
en bosques . . o X L )
. neotropicales Caviidae, Cricetidae, especies atlanticos ubicados al. (2020a)
tropicales y . ;
templados Cuniculidae, en Brasil
Echimyidae, Sciuridae
. — Loch Assynt,
Ecosistemas Cer\{ldae, Cnpe_Udae, Escocia nyarque
" Mamiferos Muridae, Soricidae, . . Sales NG
Ioticos T : . Deteccion de nacional del
_ semiacuaticos Felidae, Leporidae, : - et al.
naturales: . L especies distrito
[0S V A1TOVOS yterrestres Gliridae, Sciuridae, de 10S picos (2020b)
y aroy Mustelidae, Canidae pIcos,
Inglaterra
Bovidae, Canidae,
Suidae, Equidae,
Cricetidae, Muridae, Sellers
Lagos del Mamiferos Cervidae, Soricidae, Deteccion de Lagos del Rein0  nfling
reino unido Leporidae, Mustelidae,  especies Unido
: o (2020)
Talpidae, Sciuridae,
Castoridae,
Vespertilionidae
Deteccion y
. Suidae, Bovidae, futuro Rio Yangtze, Xu et al.
Rio Yangtze  Vertebrados Muridae monitoreo de China (2020)
especies
Cuerpos de Chimarrogale Soricidae (C. g)setggizlzrrl]de Bosaues templados Yonezawa
agua de platycephala platycephala), Muridae, P . g P
~ . . peligro critico de Nantan, Kioto, etal.
bosques (musarafa de Canidae, Cervidae, )
templados aguajaponesa) Ursidae de Japon (2020)
extincion
Atelidae,
Phyllostomidae,
Bradypodidae,
Didelphidae, Cebidae,
Pitheciidae,
Choloepodidae, Rios Maroni,
Erethizontidae, Oyapock y
Rios Mamiferos del Emballonuridae, Monitoreo de Sinnamary en Coutant et
amazdnicos amazonas Cuniculidae, especies cuencas al. (2021)

Cyclopedidae,
Dasyproctidae,
Echimyidae Mustelidae,
Molossidae, Felidae,
Caviidae, Cricetidae,
Vespertilionidae,
Cervidae,

amazonicas de

Guyana Francesa
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Myrmecophagidae,
Procyonidae,
Noctilionidae,
Tayassuidae,
Chlamyphoridae,
Mormoopidae,

Callitrichidae,

Sciuridae, Canidae,

Tapiridae,

Thyropteridae
Estanques, Leporidae, Cervidae, Analls_ls de Centro urbano de
arroyos, Faunaen ; . diversidad y . Hupalo et
| : Bovidae, Mustelidae, - Trondheim,
agos, riosy zonasurbanas Suidae deteccion de Norueaa al. (2021)
mar especies raras g

_ Detec_cmn de Norte de

Cuencas Mustelidze, eSpECIes. Colombia Lozano-
hidrogréaficas Procyonidae, Caviidae,  Analisis de inclu end;) las Mojica
del nc?rte de Vertebrados Muridae, Didelphidae,  diversidad cueng/as de los rios Cadalléro
Colombia Myrmecophagidae, AlphayBeta ) dalena, Sind,  (2021)

Atelidae, Cebidae (s6lo para

Atrato y San Jorge
peces)

Muestras de . M.avellanarius y Centro Britanico .
orina en Mu?Icardl_nus lira Peromyscus keeni Deteccion de deVida Silvestre, Prleistley
tuberias avellanarius (liron (raton ciervo del especie rara Lingfield, Reino etal.
ok avellana) ’ (2021)

noroeste)

Unido

*S0lo se tuvo en cuenta la deteccién de mamiferos no humanos y no se tuvieron en cuenta especies extintas.

**Para estudios enfocados en méas de cuatro especies, los taxones se detallan a nivel de familia.

*** Muestras consideradas no invasivas no ambientales.

Anexo 2. Problemas comunes al usar eDNA como herramienta y sus posibles

soluciones. Tomada ymodificada de (Bohmann et al. 2014; Cristescu Hebert 2018; Fernandes

et al. 2018).

Problema

Causas comunes

Posibles soluciones *

Falsos positivos (error de
tipo 1): eDNAdetectado
donde la especie objetivo
no esta presente.

eDNA afluente de un rio
cercano,

descarga de agua de lastre,
aguas residuales,
excrementos de animales
que se alimentan de las
especies objetivo,

especies objetivo muertas
transportadas en barcos,
equipos sin esterilizar.

Implementar un control de calidad para
evitar falsos positivos en la estrategia de
muestreo. Por ejemplo:tomar muestras en
blanco sobre el terreno para garantizar
gue no se produzca contaminacion en la
fase de transporte.

Tomar muestras de areas adyacentes
donde se sabe que no existen especies
objetivo.

Esterilizacion de equipos.
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Falsos negativos (error
de tipo II): eDNA no
detectado donde Ia
especie objetivo esta
presente.

Sensibilidad insuficiente o
de que los métodos no
funcionan como se
esperaba.

Se deben realizar pruebas rigurosas de
cebadores contra el ADN de la especie
objetivo para garantizar una
amplificacion exitosa, asi como optimizar
los protocolos para tener confianza en la
deteccion de especies antes de que
comience la recoleccion de muestras.

La incapacidad del
eDNA para distinguir
entre organismos Vvivos o
muertos.

Una suposicion clave de la
codificacion de metabarras
de ADN como herramienta
de seguimiento es que la
presencia de ADN indica la
presencia local del
organismo vivo. Si bien
esto es ldgico para las
muestras organicas que
incluyen partes del
organismo real, no es tan
obvio para el eDNA. El
suelo, por ejemplo, puede
preservar el ADN durante
miles de afios en
condiciones especificas.

El muestreo temporal repetido de la
misma area puede solucionar este
problema hasta cierto punto. Debido aque
los cadaveres, la materia fecal de los
depredadores u otras fuentes introducidas
de ADN se descomponen y degradan con
el tiempo, una especie que esta
permanentemente presente en un medio
ambiente seguira siendo detectada
después de que los contaminantes
introducidos se hayan degradado mas alla
del puntode amplificacion del ADN. La
evaluacion de riesgos del estudio debe
incluir cualquier organismo muerto
observado visualmente.

Método incorrecto:Debido
a que los protocolos de
campo, laboratorio y
bioinformética influyenen
la probabilidad de
deteccion de eDNA vy las
estimaciones de
biodiversidad posteriores,
la selecciénde protocolos
Optimos esclave.

La falta de familiaridad con
la gama completa de
opciones analiticas y su
impacto en los resultados
puede llevar a la adopcion
de un método poco
adecuado.

Realizar estudios mas comparativos de
protocolos de campo y laboratorio.
Adoptar métodos bien validados vy
justificados. Por ejemplo, la eficaciade
todos los protocolos seleccionados para
su uso debe validarse mediante el anélisis
de comunidades simuladas
(comunidades artificiales decomposicion
taxonémica conocida) con suficiente
diversidad de especies y variacion
genética para reflejar la diversidad
probable en el sistema de estudio.

Resolucion
incierta

espacial

La poca comprensién de los
impactos de las condiciones
bidticas y ambientales en la

ecologia del eDNA (su
produccién, transporte y
vida media dentro de un
ambiente) hace que sea

dificil descartar su origen en
otro ambiente. (La sefal
capturada  proviene del
entorno local o representa la
diversidad regional?

En los sistemas fluviales, se puede
utilizar informacion sobre las tasas de
desprendimiento, descomposicion,
sedimentacion o resuspension de eDNA,
asi como sobre las caracteristicas fisicas
basicas de los sitios para predecir el
transporte rio abajo.
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Resolucién temporal
incierta

La escasa comprension de
la ecologia del eDNA
dificulta la separacion de
secuencias derivadas de
eDNA frente al ADN
antiguo  (ancient DNA,
aDNA) que comprometen
las inferencias temporales.
¢cLa  sedal capturada
proviene de comunidades
bidticas  existentes
pasadas?

Analizar patrones de sustitucion e
incorporacion erronea de
nucleotidos para discriminar eDNA
y DNA,;

Utilizar marcadores alternativos
basados en ARN (basados en ADN
complementario derivado de ARN
mitocondrial y / 0 ARN ribosémico)
para  proporcionar inferencias
espacio-temporales mas estrechas,
especialmente deseables en ensayos
muy sensibles (p. Ej., Deteccion de
especies invasoras, identificacion de
recambio de especies muy reciente o
rapido en respuesta a los estresores
ambientales).

Informacion ecoldgica
limitada

Falta de informacién sobre
la etapa de desarrollo, sexo,
tamafio de los individuos
detectados usando eDNA.

Utilizar marcadores especificos dela
etapa de la vida y el sexo.

Resolucion taxondmica
limitada:

Las bibliotecas de
referencia incompletas y las
secuencias en estas
bibliotecas que derivan de
especimenes mal
identificados significan
que una gran fraccion de la
diversidad facilmente
detectable permanece sin
clasificar y mal vinculada a
su ecologia.

Utilizar bibliotecas de referencia
locales cuando se investiguen pocas
especies objetivo;

Ampliar la biblioteca de secuencias de
referencia global sobre la base de
muestras de  especimenes  bien
identificados.

Comparabilidad limitada

La falta de protocolos
estandarizados complica la
comparacion de resultados
entre estudios

Seguir precauciones similares a las
establecidas para los protocolos de
aDNA,;

Comparar  directamente  nuevos
métodos con los existentes en
laboratorios independientes y en
multiples condiciones

Dificultad en la eleccion
de codigos de barras
apropiados

No existe un codigo de
barras universal (es decir,
una regién genética para
toda la biota) que
proporcione una resolucion
lo suficientemente potente
como para identificar todo
el ADN en una muestra.
Los cebadores se eligen,

Cuando los investigadores estén
interesados en  detectar  taxones
particulares, pueden disefiar ensayosde
PCR que sean especificos para el
objetivo. Los investigadoresinteresados
en una evaluacion méas amplia de la biota
en una muestra pueden utilizar una serie
de marcadores genéticos quecomparten
una variedad de organismos.

33



dependiendo de los
organismos objetivo, para
amplificar los codigos de
barras en una region
genética particular. Estos
son tedricamente similares
dentro de una especie, pero
contienen suficiente

variacion  para  separar
diferentes especies / linajes.

* Aunque las soluciones presentadas permiten que el ADN ambiental sea menos dependiente de otras
herramientas, alin no se cuenta con la tecnologia necesaria para utilizar eDNA como Unico medio de
obtencion de informacién. Se recomienda revisar la amplia gama de herramientas para el estudio de
mamiferos terrestres y semiacuaticos y combinar las mas apropiadas dependiendo de los objetivos de la
investigacion. Por ejemplo, al implementar lo controles de calidad de eDNA para evitar falsos positivos y
utilizar cebadores especificos de los taxones de interés para evitar falsos negativos, se abre la posibilidad
de estudiar mas especies, en diferentes etapas de vida, en &reas mas extensas, pero es pertinente contar con
protocolos estandarizados e informacion biol6gica y ecoldgica previa para realizar la comparacion de los
resultados con técnicas tradicionales.
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