IKiam e

Universidad Regional Amazonica

UNIVERSIDAD REGIONAL AMAZONICA IKIAM

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA VIDA

CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

Diversidad de peces utilizando ADN ambiental y métodos

convencionales en ecosistemas acuaticos del rio Tena, Ecuador.

Proyecto de investigacidn previo a la obtencion del Titulo de:

INGENIERA EN BIOTECNOLOGIA

AUTOR: ARELIZ ANABELLE MAILA PALLASCO

TUTOR: PhD. HUGO MAURICIO ORTEGA ANDRADE
COTUTOR: PhD. FRANCISCO JOSE VILLAMARIN JURADO

Tena — Ecuador

2024



Carrera de Biotecnologia

Declaracion de derecho de autor, autenticidad y responsabilidad

Tena, 30 de agosto de 2024

Yo, Areliz Anabelle Maila Pallasco con documento de identidad 1721341244, declaro
que los resultados obtenidos en la investigacidn que presento en este documento final,
previo a la obtencién del titulo ingenieria en biotecnologia, son absolutamente inéditos,

originales, auténticos y personales.

En virtud de lo cual, el contenido, criterios, opiniones, resultados, analisis,
interpretaciones, conclusiones, recomendaciones y todos los demas aspectos vertidos

en el presente documento, son de mi autoria y de mi absoluta responsabilidad.

//‘ reﬁ%// ( la

Areliz Anabelle Maila Pallasco

Cl: 1721341244



Carrera de Biotecnologia

Autorizacion de publicacion en el repositorio institucional

Tena, 30 de agosto de 2024

Yo, Areliz Anabelle Maila Pallasco, con documento de identidad 1721341244 en calidad
de autor/a vy titular de los derechos morales y patrimoniales del trabajo de titulacion
“Diversidad de peces utilizando ADN ambiental y métodos convencionales en
ecosistemas acuaticos del rio Tena, Ecuador”, de conformidad con el Art. 114 del
CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD
E INNOVACION, reconozco a favor de la Universidad Regional Amazénica Ikiam una
licencia gratuita, intransferible y no exclusiva para el uso no comercial de la obra, con

fines estrictamente académicos.

Asi mismo autorizo a la Universidad Regional Amazdnica lkiam para que realice la
publicacion de este trabajo de titulacion en el Repositorio Institucional de conformidad

a lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Organica de Educacién Superior.

/ reli %./zm la

Areliz Anabelle Maila Pallasco

Cl: 1721341244



Carrera de Biotecnologia

Certificado de direccién de trabajo de titulacion

Tena, 30 de agosto de 2024

Certifico que i i A ey
que el trabajo de titulacion: “Diversidad de peces utilizando ADN ambiental y
métodos co i :

nvencionales en ecosistemas acuéticos del rio Tena, Ecuador”, aprobado

El“lisl”olla Sd()l i i n i r h rram ||ta de Ver |C3C0||
de Si”l i d i = I n r tGOI co

técnicos, metodoldgicos y legales establecidos por la Universidad Regional Amazonica

lkiam, para su entrega y defensa.

io Wrtega Andrade

C.I: 1717270811

Francisco José Villamarin Ju rado

C.l: 1715280069



AGRADECIMIENTOS

Agradezco profundamente a mis tutores, Mauricio Ortega y Francisco Villamarin por su
invaluable orientacidn en el desarrollo de este trabajo de titulacién. También, extiendo
mi gratitud al grupo de Investigacion de Biogeografia y Ecologia Espacial por brindarme
el conocimiento y apoyo necesario. Asimismo, agradezco al técnico de investigacion
Walter Quilumbaquin, por su guia y paciencia en el trabajo de laboratorio y a Jonier

Merizalde y Karina Quizhpi por su participaron en el trabajo de campo y laboratorio.

Estoy infinitamente agradecida con mis padres, América Pallasco y Jorge Maila por
apoyarme incondicionalmente en todos mis suefios y ayudarme a alcanzarlos. Ademas,
quiero extender mis mas sinceros agradecimientos a mi grupo de amigos, Roy Cerda,
Herry Aragon, Lenin Vazquez, Marco Viteri, Dayana Montesdeoca y Nayeli Pineda por
brindarme la fuerza y valentia necesaria para culminar mi carrera universitaria.
Finalmente, no puedo dejar de mencionar a Pablo Sarango y Denice Arias, quienes me

ofrecieron su carifio y apoyo absoluto a lo largo de este proceso.



TABLA DE CONTENIDO

PORTADA
DECLARACION DE DERECHO DE AUTOR, AUTENTICIDAD Y RESPONSABILIDAD.......... ii
AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL ..................... iii
CERTIFICADO DE DIRECCION DE TRABAJO DE TITULACION .........ccoovvunirrnirerineirenncene iv
AGRADECIMIENTOS. .......c.oooiiitiieteierietesteste ettt e e e e st n e s b sre s s sre b srennesnennennes v
RESUIMEN. ...ttt ettt e ettt e e et e e e e e ane e e e s e seee e s e nreeeseanseeesesnneeeeanns X
ABSTRAGCT ...ttt ettt ettt et s b e s b s b e s bt e b e s bt s b e e b e s b e sbesbe s st ebeebesbenbesnennennes Xi
INTRODUCCION.......cooutmimiirimeteeseeseeseeese sttt 1
MATERIALES Y IMETODOS ........ouoviuiiiiicteietetesee e sesae st sesse st sas b st et sasbesas s sansans 4
Y Aol L3t U Lo Lo SR 4
Permiso de COIECTA ...oiuiiiiiiiiiieiee e 5
Proceso de eSterilizacion .........c.cccevcreiiriinicneneeee s 6
REC] o= [o Xe TSl or=] 341 oo J RSP 6
Tratamiento e identificacion de eSPECIMENES ......ccvveevveeeereeeiieeciree e 8
Extraccion de ADN y PCR para muestras de tejido ......cccccveevierieenieinieniieeneeniesieenn 8
Filtracion de muestras ambientales ... 9
Extraccion de ADN y PCR para muestras ambientales ......ccccccveevvveeeeeiieeeecvcieee e, 10
Preparacion de librerias y secuenciacion de muestras de tejido y ambientales ....... 10
Base de datos de referencia del gen ribosomal (16S rRNA).......cccoceeeerererireeenereeireeenns 12
Bioinformatica y analisis estadiStiCo .....cccviviiriiiiiiiiece e 12
RESULTADOS ...ttt ettt ettt s e s e b sbesb e b s b e sbe st e sbesbesbesbeebesbenbesaenbensene 14

Caracterizacion de la diversidad de peces en charcas y rios en la MCRT utilizando la

LYol Y or= 1o LR =10 1 N1 NPT PP PP PPPPPPPPPPPPPPPRIN 14

vi



DiIVErsidad @lfa (00).eeccveiiereiiiiei ettt et ebe e sbee s 16
Diversidad DEta ([B) .veveeeeeereerierieeieeree ettt sttt e et e e saaeere e e e sneeens 16

Capacidad de deteccidon de la técnica eDNA y los métodos convencionales para la

deteccion de la diversidad de peces en arroyos de la MCRT ......cccccoveeeveevireeennveeenneen. 17
DiIVErsidad @lfa (00).eeccveiieriiiiiii ettt et eba e sree s 18
DISCUSION ...ttt ettt sttt st sttt b s bbb s b s st saebans 19

Caracterizacién de la diversidad de peces en charcas y rios en la MCRT utilizando la

LYol Yotz 1o LI =101 N1 PRSP RTRPPRPPPPPRRPRIN 19

Capacidad de deteccion de la técnica eDNA y los métodos convencionales para la

deteccion de peces en arroyos de [a MCRT ......ccveeeeeiieeeeeireeeeecreee et e esareeeeearaeee s 24
CONCLUSIONES ........co ottt etee et e e tte e e te e e tbe e esaee e e baeeeate e e saeesaseeesataeesnteesnneeas 25
REFERENCIAS

MATERIAL SUPLEMENTARIO

vii



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

INDICE DE FIGURAS

Area de estudio en la microcuenca del rio Tena (MCRT), Napo,
o= Lo o ) PSP

Proceso metodolégico para latoma de muestras de agua en charcas

Mapa de calor basado en la frecuencia relativa de las especies
encontradas N CharCas Y F0S .....cuveeeeeiiiee et ecrre e eenre e e e
Curvas de rarefaccion calculadas con los numeros de Hill (g=1).
Muestra la diversidad alfa encontrada en charcas y rios . .......couu.....
Dendrograma basado en el indice de Jaccard para analizar la
similitud entre puntos de muestreo segin su composicién de
ESPECIES U PECES ...evieeeiieetie ettt e et e s rte e st e e ste e s saaeesreessbeessneeeeneeas
Diagrama Sankey, ilustra el flujo de ocurrencia de las especies
registradas con eDNA y con métodos tradicionales .......c.ccceeeveeennens
Curvas de rarefaccién construidas a partir de los nimeros de Hill
(g=1) para evaluar la diversidad alfa registrada con eDNA y métodos

ErAdIiCIONAIES .o

viii

16



Tabla S1.

Tabla S2.

INDICE DE TABLAS

Localizacion geografica de los sitios de muestreo en la
microcuenca del rio Tena (MCRT) ..ccovvvvieeeceeecree e e 9
Lista de especies registradas en la microcuenca del rio Tena y
con sus respectivas secuencias, mismas que se utilizaron para

construir la base de datos de referencia local. .......coeeeveveveeeeeeeeeennnns 11



RESUMEN

Los peces de agua dulce representan una cuarta parte del total de vertebrados en el
planeta. En los ultimos afios, la diversidad de peces ha sido afectada fuertemente por
presiones antropicas. Comprender la diversidad de peces y su distribucién en los
ecosistemas acuaticos es de vital para la gestidn sostenible y la conservacion. El uso de
la técnica de ADN ambiental (eDNA) en contraste con los métodos convencionales
(pesca eléctrica y trampas) muestra ser una alternativa no invasiva y eficiente para la
identificacion de peces. En el sitio de muestreo se realizaron dos estudios. El primero,
centrado en la caracterizacion de la diversidad de peces con la técnica de eDNA en
charcas y rios, donde se identificaron 34 especies de peces y se encontré mayor
diversidad alfa en los rios. La diversidad beta mostré que existe gran disimilitud en la
composicion de peces entre charcas y rios, a pesar de tener especies compartidas. El
segundo, basado en la comparacion entre la técnica eDNA y los métodos convencionales
en arroyos, donde se detectaron 31 especies con eDNA de las que Unicamente 12 fueron
detectadas por los métodos convencionales. La técnica de eDNA tuvo mayor capacidad
de deteccion. En ambos estudios se encontraron especies invasoras (Oreochromis
niloticus y Poecilia sp.) y especies de baja densidad poblacional (Synbranchus
marmoratus). En conclusion, la técnica de eDNA ha mostrado ser efectiva para la

deteccidn de peces en ecosistemas acuaticos amazdnicos.

Palabras clave: ADN ambiental, diversidad de peces, ecosistemas acuaticos, pesca

eléctrica, trampas.



ABSTRACT

Freshwater fish represent a quarter of all vertebrates on the planet. In recent years, fish
diversity has been strongly affected by anthropogenic pressures. Understanding fish
diversity and their distribution in aquatic ecosystems is vital for sustainable
management and conservation. The use of the environmental DNA (eDNA) technique in
contrast to conventional methods (electrofishing and trapping) shows to be a non-
invasive and efficient alternative for fish identification. Two studies were carried out at
the sampling site. The first, focused on the characterization of fish diversity with the
eDNA techniquein ponds and rivers, where 34 species of fish were identified and greater
alpha diversity was found in the rivers. Beta diversity showed that there is great
dissimilarity in the composition of fish between ponds and rivers, despite having shared
species. The second, based on the comparison between the eDNA technique and
conventional methods in streams, 31 species were detected with eDNA and of these
only 12 were detected by conventional methods. The eDNA technique had greater
detection capacity. In both studies, invasive species (Oreochromis niloticus and Poecilia
sp.) and species with low population density (Synbranchus marmoratus) were found. In
conclusion, the eDNA technique has been shown to be effective for the detection of fish

in Amazonian aquatic ecosystems.

Keywords: Aquatic ecosystems, environmental DNA, electrofishing, fish diversity, traps.
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INTRODUCCION

Los peces de agua dulce representan una cuarta parte del total de vertebrados que
existen en el planeta, con cerca de 18.000 especies encontrados en lagos y rios (Su et
al., 2021). Estos peces contribuyen a procesos ecoldgicos claves en los ecosistemas
acuaticos como la generacién de biomasa y la regulacion de las condiciones del agua y
los ciclos de nutrientes (Su et al., 2021). Ademas desempafian un papel fundamental en
la nutricion humana y como servicios culturales (Villéger et al., 2017; Jiménez-Prado &
Valdiviezo-Rivera, 2021). Sin embargo, durante los ultimos afios, la diversidad de peces
en el Neotrdpico ha sido afectada fuertemente por la construcciéon de represas,
sobrepesca, introduccion de especies no nativas, degradacién del habitat,
contaminacidon de agua y el cambio climdtico (Castello & Macedo, 2016; Cote et al.,
2023; Lopez-Rodriguez et al., 2024). En este sentido, la comprension de la diversidad de
peces y su distribucidn en los ecosistemas acudticos es de vital importancia para las
practicas de gestion sostenible y la delimitacion de 4dreas prioritarias para su

conservacion (Reis et al., 2016; Jézéquel et al., 2020).

El estudio de la diversidad de peces ha incrementado significativamente en la ultima
década (Shaw et al., 2016; Deiner, Yamanaka & Bernatchez, 2021; Gao et al., 2023),
debido a la importancia ecoldgica de los peces y su valor como bioindicadores de la salud
de los cuerpos de agua (Pont et al., 2021). Histéricamente, el analisis de la diversidad de
peces se ha realizado a través de métodos convencionales basados en el registro y
colecta de individuos utilizando técnicas de pesca como redes, trampas, pesca eléctrica
y encuentros visuales (Tessier et al., 2016; Pottier et al., 2020; Kampouris et al., 2023).
Estos métodos pueden ser costosos, requieren un gran esfuerzo de muestreo y tiempo,
y es posible que sean inviables en zonas muy remotas (Shaw et al.,, 2016).
Adicionalmente, necesitan un equipo de taxénomos con vasta experiencia en
identificacion de peces (Yang et al., 2023; Shi et al., 2023). Una alternativa que puede
superar potencialmente estos problemas, es el muestreo con ADN ambiental (eDNA, por

sus siglas en inglés). El eDNA es una técnica no invasiva, simple, eficiente y altamente
1



sensible, centrada en el analisis molecular del material genético extraido de muestras
ambientales como el agua, el suelo e incluso el aire para detectar especies de interés
mediante PCR, cddigo de barras metagenético y secuenciacion de alto rendimiento

(Barnes & Turner, 2016; Wang et al., 2021).

La técnica de eDNA ha revolucionado el estudio de la diversidad de peces en los
ecosistemas acuaticos, y aunque los principios bdsicos y el flujo de trabajo de barcoding
y metabarcoding de ADN se han mantenido constantes, los avances en la secuenciacién
de alto rendimiento han facilitado enormemente el acceso a los datos de eDNA
(Pawlowski et al., 2021). Un claro ejemplo es el equipo de secuenciacion MinlON de
Oxford Nanopore Technologies (ONT) que ha hecho posible el monitoreo de la
diversidad de peces a un costo accesible, utilizando equipos, protocolos y reactivos
estandar (Maestri et al., 2019; Kasmi et al., 2024). Estas caracteristicas, también han
hecho del eDNA una herramienta prometedora para la identificacidon y seguimiento de
especies invasoras, en peligro de extincién o con baja densidad poblacional (Zhang et
al., 2022b; Rishan, Kline & Rahman, 2023). De esta manera, el eDNA ha mostrado ser
una técnica ideal para el estudio de la diversidad de peces en zonas con diversos
ecosistemas acudticos y con alta diversidad ictiolégica como la Amazonia ecuatoriana

(Quilumbaquin et al., 2023).

En Ecuador, la regién amazdnica conforma aproximadamente el 46,7% del territorio
nacional y alberga la mayor diversidad de peces del pais (Jiménez-Prado & Valdiviezo-
Rivera, 2021). La microcuenca del rio Tena (MCRT), ubicada en la provincia de Napo en
esta misma regién, forma parte del sistema hidrico que alimenta a la cuenca del rio
Napo, contando con una extensién de 235 km2 y con numerosos ecosistemas acuaticos
(Hurtado-Pidal et al.,, 2020; GADM Tena, 2023). La cuenca del rio Napo alberga la
diversidad de peces de agua dulce mas alta del Ecuador, reportando un total de 680
especies (Aguirre et al., 2021). Estos cuerpos de agua no solo son esenciales para
mantener la biodiversidad Unica de la regidn, sino también para proporcionar servicios
ecosistémicos fundamentales, como el suministro de agua dulcey el ciclo de nutrientes

alasregiones aguas abajo (Aguirre et al., 2021). Comprender la composicién y diversidad



de las comunidades de peces de agua dulce en MCTR es fundamental para proteger

estos ecosistemas de agua dulce (Jézéquel et al., 2020).

Dentro de la MCRT existen ecosistemas |lénticos y ldticos como las charcas y los rios
respectivamente (GADM Tena, 2023). Estos tienen caracteristicas hidroldgicas,
fisicoquimicas y ecoldgicas distintivas, que proporcionan habitats favorables para varios
taxones de peces (Zhang et al., 2022). Las charcas, aunque cuentan con una conectividad
fluvial limitada y tamafio reducido, son ecosistemas esenciales para la diversidad
acuatica, pues funcionan como escalones para el movimiento de especies a través del
paisaje (Hassall, 2014; Harper et al., 2019). Por otro lado, los rios cuentan con un flujo
constante, funcionando como cintas transportadoras de materia orgdnica y nutrientes,
y son fundamentales en los ciclos biogeoquimicos del ecosistema, asi como en la
dispersion de las especies (Deiner et al., 2016). En este sentido, el estudio integral de
ambos tipos de ecosistemas es imprescindible para capturar una diversidad de peces

mas completa.

Actualmente, el estudio de la diversidad de peces en la Amazonia ecuatoriana se ha
realizado en su mayoria empleando métodos convencionales (Escobar-Camacho,
Barriga & Ron, 2015; Nugra Salazar et al., 2016; Escobar-Camacho et al., 2024). Estos
métodos podrian resultar invasivos y dificiles de implementar en los diversos
ecosistemas acuaticos de la MCRT, ademas de ser menos efectivos para la identificacién
de especies raras o invasoras (Gao et al., 2023). En este contexto, la técnica de eDNA
puede ser una alternativa mas eficiente para lainvestigacion de laictiofauna en la region

amazodnica en comparaciéon con el uso de métodos convencionales de muestreo.



Este estudio brinda un precedente de la implementacién de la técnica de eDNA para el
estudio de la diversidad de peces en los ecosistemas acuaticos de la MCRT, asi como el
aporte de informaciéon acerca de la ictiofauna presente en la zona de estudio. Los
objetivos principales son: 1) Identificar la composicién de la diversidad de peces que
existe en charcas y rios en la MCTR utilizando la técnica de eDNA y 2) Comparar la
capacidad de la técnica de eDNA y los métodos convencionales (pesca eléctrica y

trampas) para la deteccidon de peces en arroyos de la MCRT.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

El sitio de muestreo esta ubicado en la provincia de Napo al este del Ecuador, dentro de
la microcuenca del rio Tena (Material suplementario), en la parroquia de Atacapi
(0°56°51°S; 77°51‘37°W). Esta situado en un rango altitudinal que oscila entre los 550 y
720 m.s.n.m. con una precipitacidon anual de 4600 mm y una temperatura media de 24°C
(Ministerio del Ambiente, 2013; GADM Tena, 2023). Se llevaron a cabo dos estudios
dentro de esta drea. El primero fue la caracterizacion de la diversidad de peces en
charcas y rios con la técnica de eDNA (Fig. 1). El segundo consistio en comparar la
capacidad del eDNA y de los métodos convencionales (pesca eléctrica y trampas) para

la deteccion de la diversidad de peces en arroyos en la MCRT (Fig. 1).
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Figura 1. Area de estudio en la microcuenca del rio Tena (MCRT), Napo, Ecuador. La
caracterizacién de la diversidad de peces con eDNA, fue realizada en los sitios representados
como tridangulos (anaranjado). En estos, se realizé el muestreo en 3 charcas (ChP1, ChP2 y ChP3)
y en tres transectos del rio Tena (TrP1, TrP2 y TrP3). La comparacion entre la técnica de eDNA 'y
los métodos convencionales para la deteccidn de peces, fue realizada en ocho arroyos (RP1-RP8)
ilustrados como circulos (azul).

Permiso de colecta

Esta investigacidn se llevd a cabo bajo el Convenio Marco de Acceso a Recursos Genético
Nro. MAATE-DBI-CM-2021-0177 emitido por el Ministerio de Ambiente, Agua vy
Transicién Ecoldgica, dentro del proyecto “Detecciéon de especies clave de fauna
(amenazadas, invasoras) y microorganismos (patdégenos y microbiota) asociados a
ecosistemas acudticos del Ecuador, con técnicas moleculares de ADN ambiental y

metabarcoding”.



Proceso de esterilizacion

Todo el material utilizado para la colecta de muestras ambientales y el proceso de
filtracion de agua, tales como: botellas de polietileno de 1L, placas de Petri, pinzas vy el
sistema de filtracion fueron esterilizados antes del muestreo de agua. Este
procedimiento empezd con un lavado con detergente y agua. Continuando con un
tratamiento de hipoclorito de sodio al 3% durante 3 minutos, seguido de un enjuague
con agua destilada por 1 minuto para eliminar los residuos de hipoclorito de sodio y un
lavado con etanol al 70% por 3 minutos. Finalmente, se colocé el material en la autoclave
a 1,02 atm y 121°C durante 60 minutos. Se realizd la esterilizacion para cada sitio de
muestreo para evitar la contaminacién cruzada y eliminar posibles residuos de ADN de

muestras anteriores (Gu et al., 2023).

Trabajo de campo

La colecta de muestras ambientales para la caracterizacion de la diversidad de peces en
charcas y rios utilizando la técnica de eDNA, fue realizada por dos personas durante la
mafiana, concretamente entre las 8:00 y 10:00 h. (GMT-5). Todos los sitios fueron
muestreados una vez al mes, de mayo a julio durante el 2023 (Fig. 1). Se dividieron las
charcas y los rios en tres puntos de colecta con el fin de conseguir una muestra
homogénea del sitio de muestreo (Fig. 2) (Valdez-Moreno et al., 2019; Quilumbaquin et

al., 2023).

| ™

| Rios |

Figura 2. Proceso metodoldgico para la toma de muestras de agua en charcas y rios.



Las botellas de polietileno de 1L fueron acondicionadas con 50 ml de agua del lugar antes
de la colecta de agua. Este procedimiento se repitio tres veces para eliminar los posibles
residuos de hipoclorito de sodio del proceso de esterilizaciéon, mismos que podrian
ocasionar la degradacion del eDNA (Ruan et al., 2022; He et al., 2022). Se colecté un
volumen final de 3L de agua en cada punto de muestreo (Fig. 2), cada litro fue colectado
realizando un barrido zigzag a una profundidad de 40 cm (Shu, Ludwig & Peng, 2020).
Para evitar la contaminacién cruzada entre sitios, se utilizé guantes nuevos en cada
ocasion y se desinfectd el material de campo con hipoclorito de sodio al 0.5% y después
con etanolal 70%. Una botella de 1L con agua ultrapura fue usada como control negativo
de transporte. Las muestras ambientales fueron transportadas en contenedores
térmicos con hielo para mantener la cadena de frio a una temperatura aproximada de

4°C, con el fin de conservar la integridad del ADN (Maracle et al., 2024).

Las muestras ambientales y los especimenes utilizados para la comparacién de la
capacidad de la técnica de eDNA y los métodos convencionales para la deteccion de la
diversidad de peces, fueron colectadas durante los meses de julio y agosto del 2023. Se
realiz6 ambos métodos de colecta una sola vez en cada sitio de muestreo (Fig. 1). Para
la colecta de especimenes se utilizd electro-pesca y trampas tipo minnow traps. En el
caso de la electro-pesca, se empled la mochila eléctrica E-Fish de 500W, con un voltaje
de 250V y un ciclo de trabajo del 10%. El tiempo de colecta fue de 1 hora y 30 minutos,
asegurando que el esfuerzo de muestreo sea igual en todos los sitios (Beaumont et al.,
2002). Por otrolado, serealizd la instalacion de dos trampas en las orillas de 8 los arroyos
muestreados (Fig. 1) en lugares con poca corriente, utilizando comida para gato como
cebo (RIC, 1997) con una permanencia de 24h. Los especimenes fueron transportados
en un contenedor con agua hasta el laboratorio inmediatamente después del muestreo.
La colecta de las muestras ambientales y su transporte al laboratorio fueron realizados
de la misma forma que en el experimento anterior. Se llevé a cabo esta técnica antes
del muestreo con métodos convencionales para no influir en los resultados de eDNA,
dado que los métodos basados en captura son invasivos y podrian alterar el ecosistema,

modificando asi los resultados del eDNA (Shaw et al., 2016b; Fuijii et al., 2019).



Tratamiento e identificacion de especimenes

Los especimenes colectados fueron procesados en el laboratorio de Biologia de la
Universidad Regional Amazdnica lkiam (URAI), donde fueron sacrificados mediante
shock hipotérmico (Blessing, Marshall & Balcombe, 2010; Carbone, 2014).
Posteriormente, fueron descritos con sus caracteristicas morfolégicas y se etiquetaron
con un coédigo Unico de coleccidn cientifica. Ademas, se extrajo muestras de tejido
muscular de cada individuo, el cual se conservé en microtubos de 2 mL con etanol al
96% y se almacend a -20°C. La identificacién taxondmica de los especimenes se realizd
en el Instituto Nacional de Biodiversidad de Ecuador (INABIO) utilizando claves
taxondémicas (Galvis et al., 2006; van der Sleen & Albert, 2017) y el catalogo virtual de
peces Eschmeyer (van der Laan, Fricke & Eschmeyer, 2024) para corroborar la
concordancia de su area de distribucion. Y se utilizd la base de datos Fishbase (Froese &
Pauly, 2024) para verificar los nombres cientificos de los individuos. Todos los
especimenes fueron fotografiados e ingresados a la coleccidn cientifica de ictiologia del
Laboratorio de Biologia Integrativa lkiam. Cabe destacar que se obtuvo tejido de dos
fuentes adicionales: el departamento de ictiologia del INABIO que dond el tejido de 20
especies capturadas con métodos convencionales en la cuenca del rio Napo vy las
colecciones de peces de los proyectos en la URAI de donde se tomo el tejido 3 especies

capturadas en los alrededores de la universidad.

Extraccion de ADN y PCR para muestras de tejido

La extraccion de ADN gendmico de las muestras de tejido muscular se realizé con el kit
de Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, USA). El ADN extraido se
cuantificé con el equipo NanoDrop One/One¢ Microvolume UV-Vis Spectrophotometer
(Thermo Scientific, Waltham, USA). La amplificacion del ADN fue realizada para el gen
ribosomal 16S (16S rRNA) que genera un amplicén de 600 bp, utilizando los cebadores
16sSar-L-tailed (5’-TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC CGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’) vy
16sSrb-H-tailed  (5’-ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3’)

(Zhang et al., 2022), mismos que fueron sintetizados con el adaptador para
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secuenciacién con tecnologia Nanopore (secuencia en negrita). El volumen final para la
reaccion de PCR fue de 15 pl y estuvo conformada por 1X de FastGene® Taq 2x Ready
Mix (NIPPON Genetics EUROPE, Dieren, Germany), agua libre de nucleasas, 0.4 uM del
marcador 16sSar-L-tailed, 0.4 uM 16sSrb-H-tailed, 50ng/uL de albimina de suero bovino
(BSA) (Invitrogen, Carlsbad, USA)y 50 ng/uL del ADN gendmico extraido. El perfil térmico
utilizado fue: denaturacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos a 95°C por
30s, 59°C por 30s y 72°C por 45s, finalizando con la extension final a 72°C por 5 minutos.
La visualizacién de los productos PCR se realizd en un gel de agarosa al 2% con el sistema
de electroforesis GELATO™ (MiniPCR, Cambridge, USA). En este proceso, se utilizé el
tinte SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad, USA) y el ladder FastGene 100 bp
DNA Marker (NIPPON Genetics EUROPE, Diieren, Germany).

Filtracion de muestras ambientales

La filtracion de las muestras ambientales fue realizada en el Laboratorio de Biologia
Molecular y Bioquimica de la URAI, aproximadamente 3 horas después de ser
colectadas. Antes de este proceso, las muestras de cada sitio fueron homogenizadas en
una botella de polietileno esterilizada, obteniendo un volumen final de 3L. Las muestras
de agua y controles negativos fueron filtrados con un sistema de filtracion de vidrio
(Merck®) conectado a una bomba de vacio (GAST) y membranas de nitrocelulosa
(PORAFIL ® NC) con un poro de 0.45 pum y 47 mm de diametro. Las muestras fueron
filtradas hasta saturar los filtros, en el caso de las charcas el filtro se saturd después de
los 600 mL, mientras que en las muestras de los rios se filtré el litro completo,
obteniendo un total de 3 filtros por cada sitio de muestreo. Los filtros fueron cortados
en pequeiias partes, dentro de una caja de Petri estéril y se almacenaron en microtubos
de 2mL a -20°C. El sistema de filtrado se esterilizé antes de filtrar cada muestra nueva
de agua para evitar la contaminacion cruzada entre sitios de muestreo (Shu, Ludwig &
Peng, 2020). Todas las muestras de agua de ambos experimentos fueron procesadas una

vez terminado el trabajo de campo.



Extraccion de ADN y PCR para muestras ambientales

La extraccién de ADN de las muestras ambientales se realizd siguiendo el protocolo de
extraccion de ADN metagendmico ambiental (eDNA) desarrollado en el proyecto “DNA-
based monitoring for assessing the effect of invasive species on aquatic communities in
the Amazon basin of Ecuador” de la URAI (Material Suplementario) (Baetens, 2019;
Quilumbaquin et al., 2023). El ADN metagendmico se purificd con el Agencourt AMPure
XP beads (Beckman Coulter, USA) y se cuantificd utilizando el equipo NanoDrop
One/One® Microvolume UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, EE.
UU.). La amplificacidn del ADN fue realizada para el gen ribosomal 16S (16S rRNA) que
genera un amplicon de 300 bp utilizando los cebadores Vert 16S eDNA F1 (5'-
TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC AGACGAGAAGACCCYDTGGAGCTT-3’) y Vert 16S eDNA R1
(5’-ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC GATCCAACATCGAGGTCGTAA-3’) (Vences et al., 2016)
qgue fueron sintetizados con el adaptador para la secuenciacién con tecnologia
Nanopore (secuencia en negrita). El volumen final para la reacciéon PCR fue de 15 uLy
estuvo conformada por 1X de FastGene® Taq 2x Ready Mix (NIPPON Genetics EUROPE,
Dieren, Germany) agua libre de nucleasas, 0.4 uM del marcador Vert 16S eDNA F1, 0.4
UM Vert 16S eDNA R1, 50ng/uL de albumina de suero bovino (BSA) (Invitrogen, Carlsbad,
USA) y 50 ng/uL del ADN metagendmico extraido. El perfil térmico utilizado fue:
denaturacidn inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos a 94°C por 30s, 58°C por
60s y 72°C por 90s, finalizando con la extensiéon final a 72°C por 10 minutos. La
visualizacién de los productos PCR se realizdé de la misma forma que las muestras de

ADN gendmico.

Preparacion de librerias y secuenciacion de muestras de tejido y ambientales

Todos los productos PCR de las muestras de tejido y ambientales fueron seleccionadas
para la preparacion de librerias, ya que presentaron una banda clara y definida. Cabe
destacar que los controles negativos de transporte no amplificaron para ninguna
muestra. Este proceso se realizdé de manera individual para evitar la contaminacion

cruzada. Primero se realizé la PCR barcoding, siguiendo el protocolo Ligation sequencing
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amplicons - PCR barcoding (SQK-LSK109 with EXP-PBC096), empleando el Ligation
Sequencing Kit (SQK-LSK109) y el PCR Barcoding Expansion Pack 1-96 (EXP-PBC096, ONT,
Oxford UK). El volumen final de la reaccién fue de 12uL, y estuvo conformado por 0.5uL
de PCR barcode (BC1-BC96), 5uL de producto PCR y 7uL LongAmp Tag 2X Master Mix
(New England Biolabs, Ipswich, MA, USA). Para anclar los barcodes a cada muestra se
utilizé el siguiente perfil térmico: denaturacidn inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de
15 ciclos a 95°C por 15s, 62°C por 15s y 65°C por 30s, la extensidn final a 65°C por 10
minutos y el enfriamiento a 4°C. Después, se realizd un pool con todas las muestras
amplificadas tomando 7uL de cada una y se purificé con Agencourt AMPure XP beads
(Beckman Coulter, USA). La concentracion de ADN en la libreria se diluydé a 1 ug en 50 pl
de agua libre de nucleasas. Finalmente, la reparacion de ADN vy la ligacién de
adaptadores se realizd con NEBNext FFPE DNA Repair Mix (M6630), NEBNext Ultrall End
repair / dA-tailing Module (E7546) y el NEBNext Quick Ligation Module (E6056) (todos
de New England BiolLabs, Ipswich, MA, USA).

Se emplearon dos celdas de flujo diferentes en la secuenciacién: la celda flongle FLO-
FLGOO01 R10.4.1 para la libreria generada a partir de las muestras de tejido, y la celda
FLO-MIN106 R9.4.1 para la libreria de muestras ambientales. Antes de la secuenciacidn,
las celdas de flujo se acondicionaron por 15 minutos a temperaturaambiente y se colocé
el Flow Cell Priming Kit (EXP-FLP002) conteniendo 1000 uL FB y 30 uL de FTL para la celda
FLO-MIN106, y 117uL de FB y 3ul de FTL para la celda FLGOO1. Después, se inyecto el
buffer de carga en las celdas, con un volumen final de 30 ulL para la celda FLG0OO1
conformado por 15 uL de Sequencing Buffer (SQB), 10 uL de Loading Beads (LB) y 20
Fmoles de libreria de ADN en 5 uL. Mientras que para la celda FLO-MIN106 se utilizé un
volumen final del 75 ulL del buffer de carga, con 37.5 uL SQB, 25.5 uL de LB y 35 Fmoles
de libreria de ADN en 12 ulL.

La secuenciacidon se realizd con el equipo MinlON Mk1C de Oxford Nanopore
Technologies. El secuenciador utilizé el software MinKNOW v23.04.8 (ONT) que integra
el programa Guppy v6.5.7 (ONT) para el proceso de basecalling (High-accuracy model,

450 bps), filtrado de lecturas con calidad >8 y demultiplexacion de las secuencias por
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barcode. Los tiempos de secuenciacidn fueron de 20h y 24h para las muestras de tejido
y muestras ambientales respectivamente. Al finalizar el proceso de secuenciacion, se
limpiaron las celdas de flujo con el Flow Cell Wash Kit (EXP-WSH004) y se almacenaron

a4°C.

Base de datos de referencia del gen ribosomal (16S rRNA).

Se construyé la base de referencia del gen 16S rRNA con las secuencias generadas a
partir de los tejidos provenientes de: colectas realizadas en este estudio, proyectos de
investigacion de la URAI y del Instituto Nacional de Biodiversidad (INABIO). Estas
secuencias representan a 31 especies de peces registradas en la provincia de Napo. A
esta base se adicionaron las secuencias de todos los vertebrados disponibles en el
Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI) para el gen 16S. Aungue la base
de datos fue disefiada principalmente para detectar peces, se incluyeron secuencias de
mamiferos (excepto Homo sapiens), anfibios, reptiles y aves para que funcionen como
filtros de clasificaciéon de grupos taxonédmicos no pertenecientes a peces (Quilumbaquin
et al., 2023). Se incluyé manualmente solo una secuencia de Homo sapiens con el fin de
no adicionar informacidn innecesaria. Por ultimo, la base de referencia fue sometida a
un proceso de limpieza, donde se verificd que la descripciéon taxonémica estuviera
correcta y que cada secuencia tuviera un identificador uUnico. En total la base de

referencia contuvo 478224 secuencias de vertebrados del gen ribosomal 16S.

Bioinformatica y analisis estadistico

Para el analisis bioinformatico se utilizaron los archivos fastQ generados en este estudio
y los que fueron generados en la investigacion de (Quilumbaquin et al., 2023) durante
los afios del 2020 y 2021 provenientes de los mismos puntos de muestreo. Los archivos
Raw Fast5 fueron transformados a formato FastQ mediante el proceso de basecalling
realizado por el software Guppy v6.5.7. Todos los archivos FastQ fueron procesados de
manera independiente utilizando la terminal del Linux. Estos, fueron descomprimidos y

concatenados para poder visualizar la calidad y tamafo de las lecturas con el paquete
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NanoPlot v1.43.0 (https://github.com/wdecoster/NanoPlot) (De Coster & Rademakers,

2023). Luego, se eliminaron los adaptadores de la tecnologia Oxford Nanopore con la

herramienta Porechop v0.2.4 (https://github.com/rrwick/Porechop). Después, los

archivos fueron filtrados con calidad Q > 12 con el paquete NanoFilt v2.8.0

(https://github.com/wdecoster/nanofilt) (De Coster et al., 2018).

Se utilizaron distintas herramientas para agrupar y formar secuencias consenso de las
muestras de tejido y ambientales. Para las secuencias de las muestras de tejido, se

empledé el paquete NGSpeciesID v0.3.0 (https://github.com/ksahlin/NGSpeciesID)

(Sahlin, Lim & Prost, 2021) y para las secuencias de las muestras ambientales se utilizd

el paquete Amplicon_sorter (https://github.com/avierstr/amplicon sorter) (Vierstraete

& Braeckman, 2022). La asignacidon taxondmica de las secuencias consenso (Unidad
Taxondmica Operativa Molecular - MOTUs) se realizé con el algoritmo BLAST+ v2.15.0

(https://anaconda.org/bioconda/blast), con este se buscd coincidencias entre las

MOTUs de las muestras de eDNAy las secuencias de la base de referencia, considerando
el porcentaje de identidad, la longitud de alineacidn, el valor e y la puntuacidn de bits.
La asignacion a nivel de especie se realizé con un porcentaje de similitud mayor al 97%
y a nivel de género entre 90% y 96% de identidad (Antich et al., 2021). Todas las lecturas

menores a 90% de similitud fueron descartadas.

El analisis estadistico se realizd Unicamente con el software R v4.3.2 (R Core Team,
2023). La frecuencia relativa de las especies de peces en charcas y rios se ilustré en un
mapa de calor generado con el paquete ComplexHeatmap

(https://github.com/jokergoo/ComplexHeatmap) (Gu, Eils & Schlesner, 2016). Por otro

lado, para visualizar las especies y las familias detectadas por la técnica de eDNA vy
métodos convencionales se realizdé un diagrama de Sankey con el paquete networkD3

(https://www.r-graph-gallery.com/sankey-diagram.html). El analisis de la diversidad

alfa y la construccién de las curvas de rarefaccién se realizd con el indice de Chao-

Shannon utilizando el paquete iNext (https://github.com/JohnsonHsieh/iNEXT) (Hsieh,

Ma & Chao, 2016). Este permite estimar la diversidad de especies utilizando los nimeros

de Hill haciendo que el tamano de las muestras sea comparable (Chao et al.,, 2014)
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(Hsieh, Ma & Chao, 2016). Para evaluar la diversidad beta se calculé el indice de Jaccard
y se realizé un dendrograma con el paquete VEGAN

(https://github.com/vegandevs/vegan). Este mostrd el patron de similitud entre los

ecosistemas respecto a su composicién de peces (Calderén-Patrén, Moreno & Zuria,

2012).

RESULTADOS

Caracterizacién de la diversidad de peces en charcas y rios en la MCRT utilizando la

técnica de eDNA

Las muestras de eDNA de charcas y rios generaron un total de 7 016 654 lecturas
correspondientes a los muestreos de los afios 2020, 2021 y 2023. Después del proceso
bioinformatico de limpieza, se obtuvo un total de 1 262 997 lecturas con asignacién

taxonémica correspondiente a peces (MOTUs).

Las MOTUs corresponden a 34 especies pertenecientes a 16 familiasy 23 géneros dentro
de la clase Actinopterygii. En rios se encontraron 34 especies de la cuales 20 también
tuvieron presencia en las charcas, evidenciando mayor nimero de especies en rios. En
ambos ecosistemas las familias reportadas con mas frecuencia fueron Characidae y
Loricariidae. Por otro lado, en el caso de los rios las mas frecuentes fueron Characidae,
Loricariidae, Heptapteridae, Cichlidae y Astroblepidae, mientras que en las charcas
fueron Erythrinidae y Synbranchidae. Ademas, todos los géneros fueron detectados en
ambos ecosistemas, a excepcién de Poecilia, Colossoma, Trichomycterus, Ancistrus,

Hypostomus, Cetopsorhamdia, Ctenobrycon y Melanocharacidium.

Se detectaron especies compartidas entre ambos ecosistemas (Fig. 3), asi como también
algunas especies que solo pudieron ser identificadas a nivel de género, principalmente

correspondientes a la familia Astroblepidae. También se encontraron especies invasoras
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como Oreochromis niloticus (tilapia) y Poecilia sp, mismas que fueron identificadas en
ambos ecosistemas. O.nilotucus tuvo presencia en todos los sitios de muestreos,

mientras que Poecilia sp. se identificd Unicamente en los rios en los sitios TrP2 y TrP3.

Charca Rio
Astyanax bimaculatus
Astyanax sp.
_ Creagrutus kunturus
Creagrutus sp.

Ctenobrycon hauxwellianus

- Knodus breviceps

Knodus sp.

B T Moenkhausia naponis

Moenkhausia sp.

Ancistrus sp.

Hypostomus sp.

ij:pot ot Z Familias
geresiomanrow B Characidae

Chaetostoma dermorhynchus Loricariidae

| Cichlidae

Chaetostoma sp.

Astroblepidae
Cetopsorhamdia orinoco 1 Erythrinidae
Pimelodella cristata Il Synbranchidae
| Otras
- Pimelodella lateristriga
Pimelodella sp. Frecuencia
relativa

Bujurquina peregrinabunda 1
Bujurquina sp. I
Oreochromis niloticus 05

Astroblepus sp.
Astroblepus sp1.

Hoplias malabaricus
Hoplias sp.

Synbranchus marmoratus
Melanocharacidium sp.
Steindachnerina guentheri
Cyprinus carpio

Lebiasina elongata

Poecilia sp.
Colossoma macropomum
Trichomycterus sp.

!
ﬁ

ChP1
ChP2
ChP3
TP1
P2
TP3

Figura 3. Mapa de calor basado en la frecuencia relativa de las especies encontradas en
charcas y rios. Colores mas cdlidos corresponden a menor frecuencia de ocurrencia de las
especies en los ecosistemas de charcas (izquierda) y rio (derecha).
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Diversidad alfa (a)

Los valores del indice de Chao-Shannon obtenidos con un 95 % de confianza, para
charcas y para rios, fueron de 14.8 y 24.1 respectivamente, evidenciando una mayor
diversidad de especies en los rios. Las curvas de rarefaccion para los dos ecosistemas no

alcanzaron niveles estables en los 27 eventos de muestreo.

251
(27, 21.9) I
204
. = | Rarefaccion
i = = =| Extrapolacién
'?E 151 e m
] ot a m =
Z (27, 13.8) —@~| Charcas
b= | Rios
104
5-
0 20 40

Eventos de muestreo

Figura 4. Curvas de rarefaccién calculadas con los nimeros de Hill (g=1). Muestra la diversidad
alfa encontrada en charcas (naranja) y rios (azul).

Diversidad beta (B)

El dendrograma del indice de Jaccard muestra la similitud que existe entre los puntos de
colecta en cuanto a su composicién de especies. A pesar de compartir algunas especies
de peces, los puntos de muestreo se agrupan segun el tipo de ecosistema y se puede

evidenciar una diferencia marcada entre la composicién de especies en charcas y rios

(Fig. 5).
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Figura 5. Dendrograma basado en el indice de Jaccard
para analizar la similitud entre puntos de muestreo segun
su composicion de especies de peces. Los puntos
codificados como TrP corresponden a rios y ChP
corresponden a charcas.

Capacidad de deteccidon de la técnica eDNA y los métodos convencionales para la

deteccion de la diversidad de peces en arroyos de la MCRT

Ambos métodos, en conjunto, detectaron un total 31 especies, de las cuales todas
fueronidentificadas por eDNAy de estas 12 fueron detectadas también por los métodos
convencionales. En total se registraron 12 familias, siendo Characidae la mas diversa,
donde 7 especies fueron identificadas Unicamente con eDNA y 5 con ambos métodos.
Seguida de la familia Heptapteridae, donde se detectaron 5 especies con eDNA y de

estas, 3 con ambos métodos.
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Mediante la técnica de eDNA se encontré especies de baja densidad poblacional como
Synbranchus marmoratus y especies invasoras como O.niloticus, esta ultima fue
detectada en todos los puntos de muestreo a excepcidn de RP5, RP6 y RP8. Es necesario
mencionar que estas especies solo pudieron ser identificadas con la técnica de eDNAy

no por los métodos convencionales.

Sitios Familias Método Especies

. Astroblepus sp1
. Chaetostoma microps

B creagrutus kunturus

B Creagrutus sp.
eDNA B Knodus breviceps
== Knodus sp.
== ANCistrus sp.
Lebiasina elongata
Bl Astroblepus sp.
D Moenkhausia naponis
= Astyanax bimaculatus
mm Bujurquina peregrinabunda
mm Cetopsorhamdia orinoco
— Bujurquina SF'
[ Pimelodella lateristriga
— Cetopsis sp.
== Chaetostoma breve
— Chaetostoma dermorhynchus
) Rhamdia quelen
Bl Chaetostoma sp.
— Colossoma macropomum
= [ebiasina sp.
== Hoplias malabaricus

AANE= e 4 — Melanocharacidium sp.
N W\ . — Moenkhausia sp. _
\ = Oreochromis niloticus

== Pimelodella cristata
[ Pimelodella sp.

Colecta mm Synbranchus marmoratus
— Trichomycterus chapmani
mm Trichomycterus sp.

Figura 6. Diagrama Sankey, ilustra el flujo de ocurrencia de las especies registradas con eDNA y
con métodos tradicionales.

Diversidad alfa (a)

El valor del indice de Chao-Shannon para la diversidad detectada con la técnica de eDNA
fue de 29.1 y para los métodos tradicionales de 13.4, mostrando que el enfoque basado
en eDNA es capaz de capturar una mayor diversidad en la muestra. La curva de
rarefaccién generada para la técnica de eDNA muestra una mayor riqueza de especies
en comparacion a la curva obtenida para los métodos convencionales. Las curvas para

ambos métodos no alcanzaron el punto de saturacion.
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Figura 7. Curvas de rarefaccion construidas a partir de los nimeros de Hill (q=1) para evaluar la
diversidad alfa registrada con eDNA y métodos tradicionales.

DISCUSION

Caracterizacion de la diversidad de peces en charcas y rios en la MCRT utilizando la

técnica de eDNA

En los ultimos anos, el estudio de la diversidad acuatica basado en eDNA ha
incrementado exponencialmente (Valdez-Moreno et al., 2019; Hsu, Chen & Denis, 2023;
Qian et al., 2023a; Jiang et al., 2024). En Ecuador esta técnica ha sido empleada para la
caracterizacion de la ictiofauna marina en la region litoral (Willette et al., 2021), para el
monitoreo de crustaceos invasores en la region andina (Riascos et al., 2018) y para la
deteccion de anfibios en la Amazonia ecuatoriana (Quilumbaquin et al., 2023). A pesar
de que la técnica de eDNA ha demostrado ser eficiente para la deteccion de varias
especies animales en diversos ecosistemas acuaticos del pais, no se ha utilizado
ampliamente para analizar la diversidad de peces en zonas especificas como la MCRT.
La investigacion de Quilumbaquin et al., 2023 proporciona evidencia de un registro

valioso de ictiofauna en la zona de estudio, razén por la que en este estudio se
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incluyeron sus datos de secuenciacidon con el fin de realizar un andlisis mas completo de

la diversidad de peces.

Se registraron 1 262 997 MOTUs correspondientes a peces, mismas que en algunos
casos solo pudieron ser identificadas a nivel de género. Esto podria ser ocasionado por
la falta de tejido de especies nativas de la microcuenca para secuenciar e ingresar a la
base de referencia del gen 16S. En este sentido, es crucial intensificar los esfuerzos por
llenar los vacios en la base de referencia, con el fin de aumentar la precisiéon vy
confiabilidad de la identificacién taxondmica utilizando eDNA (Pawlowski et al., 2021;
Wang et al., 2021). Las especies que solo pudieron ser identificadas a nivel de género en
su mayoria pertenecen a la familia Astroblepidae. Esto podria explicarse por el alto nivel
de endemismo y diversidad criptica reportados dentro de la familia (Schaefer et al.,
2011). Esta situacién dificultd particularmente la identificacion morfolégica de la
especie, ya que las caracteristicas fisicas observables como los patrones de
pigmentacién pueden ser resultado de contribuciones complejas de multiples fuentes
intrinsecas y extrinsecas, como la ontogenia, el dimorfismo sexual y la variacion

geografica (Schaefer et al., 2011; Hernandez-Zapata et al., 2018).

Las familias mas frecuentes encontradas en charcas y rios fueron Characidae vy
Loricariidae (Fig. 3), lo que es consistente con la distribucion conocida de peces en la
Amazonia ecuatoriana, donde los grupos Characiformes y Siluriformes representan el
85% de las especies de peces (Jiménez-Prado & Valdiviezo-Rivera, 2021). Durante el
estudio, se identificaron 34 especies de peces en los rios, de las cuales Unicamente 20
fueron reportadas en las charcas, mostrando un mayor numero de ictiofauna en los rios.
La diversidad alfa, que mide la diversidad de especies dentro de un ecosistema
especifico, enfocandose en la riqueza y la equitatividad, fue calculada con el indice de
Chao-Shannon, obteniendo valores de 24.1 y 14.8 para rios y charcas respectivamente
(Fig. 4), lo que evidencia que los rios son ecosistemas mas diversos en especies de peces

gue las charcas.
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La mayor diversidad de peces enlos rios puede deberse principalmente a la conectividad
de su red fluvial, que permite el intercambio de organismos y nutrientes, facilitando el
desarrollo geomorfoldgico, el acceso a habitats adicionales y el mantenimiento de un
ecosistema estable (Reid, Reid & Thoms, 2016). La conectividad dentro de las redes
fluviales influye directamente en la dindmica y el ensamblaje de comunidades de peces,
asi como el mantenimiento de su diversidad bioldgica (Shao et al., 2019). Estas
caracteristicas hacen posible que los rios tengan un drea de drenaje mas amplia que las
charcas, por lo que son capaces de transportar y dispersar grandes cantidades de eDNA
hasta 2 km agua abajo desde su punto de liberacidon al ambiente. Esto también resulta
en una acumulacidn significativa de diversidad en muestras de agua pertenecientes a

rios (Deiner et al., 2016; Qian et al., 2023).

En contraste, la baja diversidad de peces en charcas podria deberse principalmente a las
caracteristicas hidroldgicas, fisicoquimicas y ecoldgicas propias de este ecosistema, que
ocasionan una conectividad fluvial limitada y las somete a condiciones mds extremas,
como mayor fluctuacién de la temperatura, alteracion brusca del pH y alta exposicidén a
la luz UV (Hassall, 2014). Estas caracteristicas influyen en la composicién de peces en el
ecosistema y también han sido reportadas como factores que afectan la tasa de
eliminacién y degradacién del eDNA, lo que puede afectar a la cantidad de eDNA en las

muestras ambientales de las charcas (Harper et al., 2019; Wang et al., 2021).

También se encontré que los ecosistemas lénticos y |6ticos de este estudio comparten
algunas especies. Sin embargo, la diversidad beta, que mide la similitud en la
composicion de especies entre dos habitats diferentes, ilustrada en un dendrograma a
partir del indice de Jaccard (Fig. 5), muestra una marcada diferencia en la composicion
comunitaria de peces entre charcas y rios. Esto indica que, a pesar de algunas
coincidencias, la comunidad de peces en los rios es distinta a la de las charcas. Los
factores que pudieron haber influido en la presencia de especies compartidas son la
conectividad y cercania entre ambos ecosistemas, ya que las charcas pueden ser
alimentadas tanto por la escorrentia superficial como por el agua de los rios adyacentes,

misma que vuelve al caudal de los rios (Jane et al., 2015; Shao et al., 2019). Esta dinamica
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no solo facilita el intercambio de agua, sino también el transporte de eDNA, permitiendo
que se disperse y se encuentre en multiples ambientes acuaticos (Deiner et al., 2016).
Por esta razén, es importante considerar que la deteccion del eDNA puede no reflejar la

ubicacion real de la especie (Jane et al., 2015; Qian et al., 2023).

Ademds, se encontraron especies que, por su fisiologia y ecologia, pertenecen a un solo
ecosistema, a pesar de que la técnica de eDNA las detecté tanto en charcas como en
rios. En particular, los géneros Chaetostoma, Ancistrus (Familia Loricariidae) vy
Astroblepus (Astroblepidae) habitan aguas corrientes y oxigenadas, poseen una forma
corporal bastante hidrodinamica, con el hocico achatado y una eficiente ventosa bucal
que les permite adherirse a las rocas en caudales con alta velocidad (Galvis et al., 2006;
Hernandez-Zapata et al., 2018). Por el contrario, los géneros Hypostomus (Loricariidae),
Synbranchus (Synbranchidae) y Hoplias (Erythrinidae) habitan ecosistemas lénticos y
casi andxicos como las charcas. Especialmente, la especies Synbranchus marmoratus y
Hoplias malabaricus son capaces de respirar aire atmosférico y pueden sobrevivir en
terrenos altamente pantanosos (Galvis et al., 2006; Jiménez-Prado & Valdiviezo-Rivera,
2021). En la investigacidon también se han registrado especies que utilizan a las charcas
para movilizarse a través del paisaje urbanizado tales como las pertenecientes a la
familia Characidae (Hassall, 2014). Esto podria ser otra explicaciéon a la presencia de
especies compartidas en ambos ecosistemas. En este contexto, es de vital importancia
conocer las caracteristicas ecoldgicas de los peces de la zona, esto ayudara a hacer una

estimacidn mas cercana de la diversidad (Quilumbaquin et al., 2023).

El eDNA ha mostrado ser una herramienta prometedora para la deteccidon temprana de
especies invasoras y de baja densidad poblacional, debido a su nivel de sensibilidad en
la identificacidon de material genético poco abundante (Harper et al., 2019). Este ha sido
utilizado ampliamente para el monitoreo de especies de peces invasores como la carpa
asiatica en Estados Unidos (Jerde et al., 2013) o el pez luna azul en Japoén (Takahara,
Minamoto & Doi, 2013). En este estudio se encontraron especies invasoras durante el
muestreo con la técnica de eDNA, tales como O. niloticus y Poecilia sp, mismas que

pueden causar perturbaciones en los ecosistemas acuaticos.
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La especie O. niloticus es considerada una especie invasora debido a la perturbacién que
causa en las poblaciones de peces nativos, al ser un competidor directo por los recursos
y modificar el habitat donde se encuentra (Jacome et al., 2019; Aguirre et al., 2021). La
presencia de O. niloticus en las muestras de eDNA en ambos ecosistemas acuaticos
podria deberse a la presencia de piscinas de tilapia distribuidas dentro de la MCRT y a la
conectividad hidroldgica que tienen ambos ambientes. Estd dindmica del agua hace
posible que el eDNA se transporte y disperse hacia mas ecosistemas desde el punto en
donde el eDNA es liberado (Deiner et al., 2016). Por ello, es importante considerar que
con el eDNA no solo se pueden detectar especies del lugar de muestreo, sino también
especies aledanas a la zona de investigacién (Jane et al., 2015; Zhang et al., 2022).
Aunque la presencia de O. niloticus en las muestras ambientales, no signifique
necesariamente que la especie invasora se encuentre libre en los ecosistemas acuaticos,
pone en alerta a cerca de la gestién de desechos de las piscinas y control de la posible

introduccion de especies invasoras hacia el ecosistema (Celi & Villamarin, 2020).

Por otro lado, los Poecilidos no nativos, mejor conocidos como Guppys, han sido
introducido principalmente como especies ornamentales, son especies invasoras con
gran capacidad de colonizacién y competitividad por alimentos. Esta especie ha sido
implicada incluso en cambios morfoldgicos en poblaciones de peces afectadas por su
presencia (Prado et al., 2020; Aguirre et al., 2021). El género Poecilia ha sido detectado
en baja frecuencia Unicamente en los rios (Fig. 3). Esto podria deberse posiblemente a
su reducida densidad poblacional en la zona de estudio, aunque en otros lugares de la
Amazonia ecuatoriana como el rio Napo y sistemas lacustres de Limoncocha y
Cuyabeno, ya se han detectado por métodos convencionales especies como Poecilia
caucana y Poecilia reticulata (Nugra Salazar et al., 2016; Jiménez-Prado et al., 2020;
Aguirre et al., 2021). En este sentido, el enfoque de eDNA puede contribuir al monitoreo
efectivo de especies invasoras y con baja densidad poblacional como parte de las
estrategias de proteccion y cuidado de la ictiofauna nativa de los ecosistemas acuaticos

amazonicos (Rishan, Kline & Rahman, 2023).
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Capacidad de deteccion de la técnica eDNA y los métodos convencionales para la

deteccion de peces en arroyos de la MCRT

En esta investigacion se realizé un estudio comparativo entre la técnica con eDNA vy
métodos convencionales. Ambos enfoques han sido utilizados ampliamente para
estudiar la diversidad de peces en ecosistemas acuaticos de agua dulce, obteniendo
resultados favorables (Shaw et al., 2016; Nakagawa et al., 2018; Hallam et al., 2021). Asi
también, se ha demostrado que el uso de multiples técnicas de muestreo puede generar
informacion mas completa y detallada de la diversidad de especies (Hsu, Chen & Denis,
2023). Combinando ambos métodos, se registraron 31 especies de peces, cuya
distribucion tiene correspondencia con las reportadas en el area de estudio (Barriga,
2012; Tonella et al., 2023). La técnica de eDNA detectd todas las especies de peces
registradas por los métodos convencionales utilizados (12especies), y a su vez identificd

19 especies adicionales que no fueron encontradas en la colecta manual (Fig. 7).

Los valores de la diversidad alfa obtenidos con el indice de Chao-Shannon para la técnica
de eDNA (29.1) y para métodos tradicionales (13.4) (Fig. 7), muestran que el enfoque
con eDNA puede captar mayor diversidad de especies. Esto podria deberse a que la
técnica de eDNA tiene una mayor cantidad de ADN en las muestras ambientales, por lo
gue se visualiza una comunidad mds variada y heterogénea (Shaw et al., 2016). Por otro
lado, la reducida detectabilidad de especies de los métodos convencionales, podria estar
relacionado con el sesgo de estos métodos ante la temporalidad de las especies,
comportamiento de huida, esfuerzo de muestreo, prevalencia, tamafios poblacionales y
el microhabitat ocupado (Shaw et al., 2016; Yang et al., 2023). Cabe mencionar que las
curvas de rarefaccidon para ambos métodos no alcanzan su punto de saturacién, lo que
sugiere que al aumentar el de esfuerzo de muestreo se podrian encontrar mas especies

para ambos enfoques de muestreo (Fig. 7).
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También se registrd la presencia de especies invasoras como O. niloticus con el método
eDNA, sin embargo, no fue capturada durante los muestreos con métodos tradicionales.
Esto podria deberse a la presencia de piscinas de tilapia distribuidas a lo largo de la zona
de muestreo asi como a la dindmica propia del eDNA que hace posible su dispersion en
los ecosistemas acuaticos (Jane et al.,, 2015; Jacome et al., 2019). Por otro lado, no
capturar O. niloticus con los métodos convencionales, no sugiere que estos sean menos
efectivos, sino mas bien, evidencia que O. niloticus aun no se encuentra distribuida en
gran medida en los rios. Sin embargo, estos resultados ponen en alerta a la proteccion
y conservacion del habitat en cuanto a la presencia de especies invasoras (Celi &
Villamarin, 2020). En este sentido, el enfoque basado en eDNA ha mostrado ser una
herramienta eficiente para la deteccién de especies invasoras siendo mds sensible a la

deteccion de especies con bajo numero poblacional.

CONCLUSIONES

La técnica de eDNA demostré ser una herramienta efectiva para la caracterizacion de la
diversidad de peces en ecosistemas Idticos y Iénticos de la MCRT. Sin embargo, algunas
MOTUs solo pudieron ser identificadas a nivel de género debido a la falta de referencias
en la base de datos del gen 16S para especies endémicas. Este hallazgo subraya la
importancia de ampliar las bases de referencia genéticas para mejorar la precisién y

confiabilidad de la identificacion taxondmica.

En el estudio de la caracterizacion de la diversidad de peces con eDNA, la técnica
permitié detectar 34 especies pertenecientes a 16 familias y 23 géneros, encontrando
mayor diversidad de peces en los rios que en las charcas. Estas diferencias pueden
atribuirse a las caracteristicas hidrolégicas, fisicoquimicas y ecoldgicas propias de cada
ecosistema. Entre ellos, la red de conectividad fluvial, cambios bruscos de temperatura,
pH y exposicién a la luz UV. Estas se encuentran implicadas tanto en la composicién de

la diversidad de peces como en la acumulacion y dispersion del eDNA.
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En el estudio comparativo entre el enfoque basado eDNA y los métodos convencionales
se detectd un total de 31 especies con ambos métodos. Todas estas especies fueron
identificadas en las muestras de eDNA y solo 12 de ellas fueron detectadas por métodos
convencionales. Estoindicd que el eDNA ofrece una vision mas completa de la diversidad
de especies y puede complementarse con métodos tradicionales para mejorar la

evaluacioén de la biodiversidad.

En ambos estudios se encontraron especies invasoras como O. niloticus y Poecilia sp., y
especies con baja densidad poblacional como Synbranchus marmoratus. La deteccion
de estas especies resalta la sensibilidad del enfoque con eDNA y su potencial para la

gestién y conservacion de la biodiversidad acuatica
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Localizacidn geogréfica de los sitios de muestreo en la microcuenca
del rio Tena (MCRT).

cODIGO LOCALIDAD LATITUD LONGITUD
ChP1 Charcas -0.961 -77.860
ChP2 -0.940 -77.865
ChP3 -0.936 -77.868
TrP1 Transecto de rio -0.959 -77.860
TrP2 -0.945 -77.864
TrP3 -0.936 -77.868
RP1 Atacapi -0.959 -77.860
RP2 Colonso (chuquitos) -0.962 -77.862
RP3 Colonsito -0.952 -77.864
RP4 Pashimbi (puente ikiam) -0.948 -77.864
RP5 Pashimbi (alto tena) -0.938 -77.880
RP6 Unidn pashimbi chico + -0.929 -77.879
sisayacu
RP7 Sisayacu -0.925 -77.880
RP8 Tena (shitig) -0.925 -77.876

Protocolos de extraccion de ADN de muestras de tejido muscular o hepatico

La extraccion de ADN gendmico de tejido se realizd en el Laboratorio de biologia molecular, con
el kit Wizard® Genomic DNA Purification de Promega. El area destinada a la extraccién fue
esterilizada con etanol al 70% para evitar la contaminacidn cruzada con muestras anteriores. Los
volimenes mencionados a continuacién se emplearon para una sola muestra. Primero, se
prepard una solucion de 120 pl de EDTA 0.5 M (pH=8) y 500 ul de Nucleic Lysis Solution (ENLS)
para refrigerarla. Se utilizé entre 5-10 mg de muestra, misma que fue colocada en un microtubo
de 1.5 mLy se afiadio 300 pl de la solucién preparada previamente (ENLS). Después las muestras
fueron maceradas utilizando un micropistilo estéril. Después, se afiadié 300 pul mas de ENLS y se
homogenizé por vortex. Se afiadié 17.5 ul de proteinasa K y se incubé overnight a 50 °C. Si la
muestra no se ha digerido por completo, se puede considerar colocar 17.5 ulL de proteinasa K
adicionales. Una vez cumplido el proceso de incubacién, se colocaron las muestras a

temperatura ambiente por 5 minutos y se afiadié 3 ul de RNase Solution. Posteriormente, se



incubo por 30 minutos a 37 °C, se dejé reposar a temperatura ambiente por 5 minutos. Se afiadié
200 pl de Protein Precipitation Solution y se homogenizé mediante vortex por 20 segundos.
Después, las muestras fueron colocadas en un bloque frio por 5 minutos y se centrifugaron a 16
000 xg durante 5 minutos. Se retird el sobrenadante en un tubo de 1.5 mL nuevoy se descartd
el pellet. Se afadié 600 pl de isopropanol frio y se homogenizé invirtiendo el microtubo, para
luego centrifugar a 16 000 xg por 2 minutos. Se descarté el sobrenadante y se afiadié 600 pL de
etanol al 70 % para lavar y precipitar el ADN. Se centrifugd nuevamente a 16 000 xg por 2
minutos y se descarto el etanol. Las muestras fueron colocadas sobre una toalla para secar todo
el etanol. Finalmente, el ADN se rehidrato con 50 pl de DNA rehydration solution, se homogenizé

completamente la muestra y se almacené a 4 °C.

Extraccidon de ADN de muestras ambientales (agua)

La extraccion de ADN metagendmico de filtros fue realizada de acuerdo al protocolo de Baetens,
2019 con ciertas modificaciones. Los filtros fueron cortados en pequeios trozos con bisturi,
tijeras y pinzas previamente esterilizadas. Los trozos de los filtros se colocaron en un microtubo
de 2 mL. Luego, se afadid 300 uL de Extraction buffer y se macerd empleando un micropistilo.
Se afiadié nuevamente 300 pL de Extraction buffer y 2.5 pL de solucion proteinase K 20 pug/mly
se realizé un vortex fuerte por 2 minutos y se encubé overnight a 55 °C. Después, se colocé las
a temperatura ambiente durante 5 min, se afiadié 175 uL de MPC Protein Precipitation Reagent
y se hizo vortex por 20 segundos. Se centrifugd a 14 000 rpm durante 12 minutos a 4 °C y se
colocé en un bloque frio por 1 minutos. Luego se transfirié el sobrenadante a un microtubo de
1.5mLy se afiadio 3 pL de solucion RNAse (5 mg/mL). Se homogenizd por pipeteoy se invirtié el
tubo 25 veces. Después, se incubd a 37°C durante 10 min y se dejd reposar por 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugd a 14 000 rpm por 6 minutos a 4 °Cy se
transfirié el sobrenadante a un microtubo de 1.5 mL, misma que se colocd en un bloque frio,
anadiendo 500 uL de isopropanol frio e invirtiendo el tubo 30-40 veces. Se centrifugd a 14000
rpm a 4°C durante 11 miny se decantd el isopropanol y luego se afiadié 500 uL de etanol al 70%.
El tubo fue invertido para lavar el pellet cuidadosamente y se centrifugd a 14000 rpm durante 3
min para después descartar el etanol. Las muestras de ADN se dejaron secar overnight.
Finalmente, se rehidraté el ADN afiadiendo 40 uL de MilliQ esterilizada, este se homogenizé y

almacend el eDNA a -20°C 0 -80°C si el almacenamiento es a largo plazo.



Tabla S2. Lista de especies registradas en la microcuenca del rio Tena y con sus respectivas
secuencias, mismas que se utilizaron para construir la base de datos de referencia local.

Especie Cédigo Fecha de colecta Secuencia

CCTGTTTATCAAAAACATCGCCTCCCGCCCCCCCAA
AAACATCGCCGCAAAACATCGCCTCCTGCAAAAAT
CAATGTATAAGAGGTCCTACCTGCCCAGTGACATT
AAGTTAAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCTAAG
GTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCTG
TATGAATGGTGGAACGAGGGCTTAACTGTCTCCCT
TTTCAGGTCAATGAAATTGATCTGCCCGTGCAGAA
GCGGACATAAAAATACAAGACGAGAAGACCCTTT
GGAGCTTAAGACACAAGGTCAACTATGTCAAAAA
TTCCCATAAACGGAAATGAAACAAAATACCAACTG
ACCAAAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGCGGGGGAA
AACAAAGCCCCCATGTGGAATGGGTTAAACCTAA
AACCACGAGGGACACCTCTAAGTCACAGAATATCT
GACCAAAAGATCCGGCACTTAAGCCGATCAACGA
ACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCT
CCAAGAGTCCATATCGACAAGGGGGTT

Creagrutus

kunturus FVJ_EC_0018 15/5/2020

CCTGTTTATCAAAACATCGCCTGCAAAAACATCGC
CTCCTGCAAAAATCAACACATAGGAGGTCCTGCCT
GCCCAGTGACTTTAAGTTAAATGGCCGCGGTATTT
TGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTT
AAATGAAGACCTGTATGAATGGCAAGACGAGGGC
TTAACTGTCTCCTTTTTCTGGTCAATGAAATTGATC
TACCCGTGCAGAAGCGGGTATAAAAATACAAGAC

Lebiasina GAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACTAACAACCA

elongata FVJ_EC_0020 16/5/2020 ACTGTGTCAATGCTTTCAACAAAAAAATTAAACTA
AACATACCTGGTCTACGTCTTCGGTTGGGGCGACC
GCGGGGGAAAACAAAGCCCCCATGTGGTACAGG
GCTTAAACCTTTAACCAAGAAAGACATCTCTAAGT
CTCAGAACATCTGACCAAAAGATCCGGCCCAGGG
CCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACA
GCGCAATCCTTTCCAAGAGTCCATATCGACGAAAG
GGTT

AACCTTTTATGTTTATTGCCGCCTGGTTTATCAAAA
CATCGCCTCCTGCAAAAATCAACGTATAAGAGGTC
CTACCTGCCCAGTGACTTAGTTAAACGGCCGCGGT
ATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTC
TTTTAAATAAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCCTTCTGATCAGTGAAATTG
‘ ATCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATAATTATACAAG
Moenkausia ACGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAGACATAAAGT
naponis FVI_EC_01693 3/8/2023 CATCTATGTTAAAAACCCCTAACAAAAGGAACAAA
ACAAAATAGCAACTGACCAGTGTCTTCGGTTGGG
GCGACCACGGGGAAAATAAATCCCCCATGTGGAG
TGGGAAATCTCCTAAAACCACGAGGTACACCTCTA
AGTCACAGAACTTCTGACCAAAAGATCCGGCACTT
GACCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAA
CAGCGCAATCCCCTTTGAGAGTCCTTATCGACAAG
GGGGTT




Chaetostoma
microps

FVJ_EC_0170

3/8/2023

CGCCTCCCGCAAAAATCAATATATAGGAGGTCTTG
CCTGCCCAGTGACTATAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCACTCTAGTCAATGAAATTG
ATCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATACTAATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAAC
CAACTACGTCAAAAGTCCTAAAAACTAAACCAAGT
AGCACTGGTCTTAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGC
GGGAGAAAGCAAAGCTCCCATGCGGACTGGGTTA
AACCCCTAAAACTAAGAGAGACATCTCCAAGGCAC
AGAACATCTGACCAAAAAGATCCGGCTTCATGCCG
ACCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGGT
T

Chaetostoma
microps

FVJ_EC_0171

3/8/2023

CGCCTCCCGCAAAAATCAATATATAGGAGGTCTTG
CCTGCCCAGTGACTATAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCACTCTAGTCAATGAAATTG
ATTCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATACTAATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAA
CCAACTACGTCAAAAGTCCTAAAAACTAAACCAAG
TAGCACTGGTCTTAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGC
GGGAGAAAGCAAAGCTCCCATGCGGACTGGGTTA
AACCCCTAAAACTAAGAGAGACATCTCCAAGGCAC
AGAACATCTGACCAAAAAGATCCGGCTTCATGCCG
ACCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGGT
TTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATG
GTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGA
TTAAAGTCCT

Chaetostoma
microps

FVJ_EC_0172

3/8/2023

CGCCTCCCGCAAAAATCAATATATAGGAGGTCTTG
CCTGCCCAGTGACTATAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCACTCTAGTCAATGAAATTG
ATCTAAGCCCGTGCAGAAGCGGGTATACTAATACA
AGACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAA
ACCAACTACGTCAAAAGTCCTAAAAACTAAACCAA
GTAGCACTGGTCTTAGTCTTCGGTTGGGGCGACCG
CGGGAGAAAGCAAAGCTCCCATGCGGACTGGGTT
AAACCCCTAAAACTAAGAGAGACATCTCCAAGGCA
CAGAACATCTGACCAAAAAGATCCGGCTTCATGCC
GACCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGC
GCAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGG
TTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAAT
GGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACG
ATTAAAGTCCT




Chaetostoma
microps

FVJ_EC_0173

3/8/2023

CGCCTCCCGCAAAAATCAATATATAGGAGGTCTTG
CCTGCCCAGTGACTATAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCACTCTAGTCAATGAAATTG
ATCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATACTAATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAAC
CAACTACGTCAAAAGTCCTAAAAACTAAACCAAGT
AGCACTGGTCTTAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGC
GGGAGAAAGCAAAGCTCCCATGCGGACTGGGTTA
AACCCCTAAAACTAAGAGAGACATCTCCAAGGCAC
AGAACATCTGACCAAAAAGATCCGGCTTCATGCCG
ACCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGGT
T

Rhamdia quelen

FVJ_EC_0174

3/8/2023

CAATTAATAACTGATTGCTGTGCGTACAGCACCGC
CGCATTGTTAACCTTTCTGTTATTGCCGCCTGTTTA
TCCAAAAACATGGCCTCCTGCAAACCACAATGTAT
AGGAGGTCTTACCTGCCCAGTGACAAGTTTTAACG
GCCGCGGTATTTTGACCGTGCGAAGGTAGCGCAA
TCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGT
AGAACGAGGGCTTAACTGTCTCCCTTTTCAAGTCA
ATGAAATTGATCTGCCCGTGCAGAAGCGGGCATG
CTAATACAAGACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTTAG
ATGTAAGATCACCTATGTCAAGACTAACTAAATTA
AGATAAACTAAATAGTAAATGATCCTAATCTTTTGT
TGGGGCGACCACGGGAAAAAAGAAAGCTCCCATG
AGGATTGGGAATATTTACCCAAAACCAAGAAAGA
CACTTCTAAGTCACAGAATATCTGACCTTACAGATC
CGGCTTAAATGCCGATCAACGGACCAAGTTACCCT
AGGGATAACAGCGCAATCCCCTTCCAGAGTCCATA
TCGACAAGGGGGTT

Pimelodella
lateristriga

FVJ_EC_0175

3/8/2023

ACATCCGGACAGTGATACTTTAACCTTTCTGTTACC
TGATATTGCCGCCCTGTTTATCAAAAACATGGCCTC
CTGCAAACCCCGACGTATAGGAGGTCTCACCTGCC
CAGTGACAAGTTTTAACGGCCGCGGTATTTTGACC
GTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATG
AAGACCTGTATGAATGGTAGAACGAGGGCTTAAC
TGTCTCCCCTTTCAAGTCAATGAAATTGATCTGCCC
GTGCAGAAGCGGGCATACAAATACAAGACGAGAA
GACCCTTTGGAGCTTTAGACATAAGACCACCTATG
TCAAGGATAATAAAATAAATCAAACTAAATAGTAA
CTGGTCCTAGTCTTTTGTTGGGGCGACCGCGGGAA
AAAGAAAGCTCCCACGAAGAACGGGGCACCACCC
TGAAACCAAGAAAGACATTTCCAAGTCACAGAATA
TCTGACTTTAAAGACCCGGCTATTATGCCGATCAA
CGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATC
CCCTCCCAGAGGCCATATCGACGAGGGGGTT




Knodus breviceps FVJ_EC_0176

3/8/2023

TTTGTGCCCTGTTTATCAAAAACATCGCCTCCTGCA
AAAATCAACGTATAAGAGGTCCTACCTGCCCAGTG
ACATTAAGTTAAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTG
CTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATGAAG
ACCTGTATGAATGGTGGAACGAGGGCTTAACTGT
CTCCCTTTTCAGGTCAGTGAAATTGATCTGCCCGT
GCAGAAGCGGACATAGAAATACAAGACGAGAAG
ACCCTTTGGAGCTTAAGACGCAAGGTCAACTATGT
CAAAGACTCCTGTGAAGGGAGATAGAACAAAATA
TTAACTGACCAAAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGCG
GGGGAAAACAAAGCCCCCATGTGGAGTGGGGTA
ATACCTAAAACCACGAGGGACACCTCTAAGTCACA
GAACATCTGACCAAAAGATCCGGCACTTAAGCCG
ATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCCCTCCAAGAGTCCATATCGACAAGGGGGT

Cetopsorhamdia
orinoco

FVJ_EC_0177

3/8/2023

GGCCTCCTGCAAACCACTATGTATAGGAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACAAGTTTTAACGGCCGCGGTATT
TTGACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTT
TAAATGAAGACCTGTATGAATGGTAGAACGAGGG
CTTAACTGTCTCCCCCTTCAAGTCAATGAAATTGGT
CTGCCCGTGCAGAAACGGGCATGAACATACAAGA
CGAGAAGACCCTTTGGAGCTTTAGATATCAGGCTA
CCTATGTCAAGACATAAACAAAATAAACTAAATAG
CCATTAGCCTAAATCTTTTGTTGGGGCGACCGCGG
GAAAAAGAAAGCTCCCACGAGGACTGGGTATAAG
CCCAAAACCAAGAAAGACATTTCCAAGTCACAGAA
CTTCTGACCTTTGAGATCCGGCTAACCACCGACCA
ACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAAT
CCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGGTT

Astroblepus sp1

FVJ_EC_0178

3/8/2023

CGCCTCCTGCAAAATTCAACATATAGGAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACTACAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTCTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTTAAACGAGG
GCCTAACTGTCTCCCCATTCCAGTCAATGAAATTGA
TCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAAATATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGATAAAAGAC
CAATTATGTCAATAACCCCTATAAGAAAATAAACT
AAATAACCGCTGGTCCAAATCTTCGGTTGGGGCGA
CCACGGGAAAAAACAAAACTCCCATGTAGACAGG
GAAAATCCCCTAAAACCAAGAGAGACATCTCTAAG
AAACAGAACTTCTGACTATAAAGACCCGGCCATAA
GCCGACCAACGAACCAAGTTACCCAAGGGATAAC
AGCGCAATCCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAG
GGGT




Astroblepus sp1

FVJ_EC_0179

3/8/2023

CGCCTCCTGCAAAATTCAACATATAGGAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACTACAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTCTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTTAAACGAGG
GCCTAACTGTCTCCCCATTCCAGTCAATGAAATTGA
TCTGCCCCGTGCAGAAGCGGACATAAATATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGATAAAAGA
CCAATTATGTCAATAACCCCTATAAGAAAATAAAC
TAAATAACCGCTGGTCCAAATCTTCGGTTGGGGCG
ACCACGGGAAAAAACAAAACTCCCATGTAGACAG
GGAAAATCCCCTAAAACCAAGAGAGACATCTCTAA
GAAACAGAACTTCTGACTATAAAGACCCGGCCATA
AGCCGACCAACGAACCAAGTTACCCAAGGGATAA
CAGCGCAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAG
GGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCC
TAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTC
AACGATTAAAGTCCT

Astroblepus sp1

FVJ_EC_0180

3/8/2023

CGCCTCCTGCAAAATTCAACATATAGGAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACTACAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTCTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTTAAACGAGG
GCCTAACTGTCTCCCCATTCCAGTCAATGAAATTGA
TCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAAATATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGATAAAAGAC
CAATTATGTCAATAACCCCTATAAGAAAATAAACT
AAATAACCGCTGGTCCAAATCTTCGGTTGGGGCGA
CCACGGGAAAAAACAAAACTCCCATGTAGACAGG
GAAAATCCCCTAAAACCAAGAGAGACATCTCTAAG
AAACAGAACTTCTGACTATAAAGACCCGGCCATAA
GCCGACCAACGAACCAAGTTACCCAAGGGATAAC
AGCGCAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGG
GGGTT

Rhamdia quelen

FVJ_EC_0181

7/8/2023

CTTCTGTTGGATGCTGCCGCCCTGTTTATCAAAAAC
ATGGCCTCCTGCAAACCACAATGTATAGGAGGTCT
TACCTGCCCAGTGACAAGTTTTAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTAGAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCTTTTCAAGTCAATGAAATTG
ATCTGCCCGTGCAGAAGCGGGCATGCTAATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTTAGATGTAAGA
TCACCTATGTCAAGACTAACTAAATTAAGATAAAC
TAAATAGTAAATGATCCTAATCTTTTGTTGGGGCG
ACCACGGGAAAAAGAAAGCTCCCATGAGGATTGG
GAATATTTACCCAAAACCAAGAAAGACACTTCTAA
GTCACAGAATATCTGACCTTACAGATCCGGCTTAA
ATGCCGATCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATA
ACAGCGCAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAA
GGGGGTT




Astroblepus sp1 FVJ_EC 0182

7/8/2023

CGCCTCCTGCAAAATTCAACATATAGGAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACTACAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTCTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTTAAACGAGG
GCCTAACTGTCTCCCCATTCCAGTCAATGAAATTGA
TCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAAATATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGATAAAAGAC
CAATTATGTCAATAACCCCTATAAGAAAATAAACT
AAATAACCGCTGGTCCAAATCTTCGGTTGGGGCGA
CCACGGGAAAAAACAAAACTCCCATGTAGACAGG
GAAAATCCCCTAAAACCAAGAGAGACATCTCTAAG
AAACAGAACTTCTGACTATAAAGACCCGGCCATAA
GCCGACCAACGAACCAAGTTACCCAAGGGATAAC
AGCGCAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGG
GGGTT

Astroblepus sp1 FVJ_EC 0183

7/8/2023

CGCCTCCTGCAAAATTCAACATATAGGAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACTACAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTCTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTTAAACGAGG
GCCTAACTGTCTCCCCATTCCAGTCAATGAAATTGA
TCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAAATATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGATAAAAGAC
CAATTATGTCAATAACCCCTATAAGAAAATAAACT
AAATAACCGCTGGTCCAAATCTTCGGTTGGGGCGA
CCACGGGAAAAAACAAAACTCCCATGTAGACAGG
GAAAATCCCCTAAAACCAAGAGAGACATCTCTAAG
AAACAGAACTTCTGACTATAAAGACCCGGCCATAA
GCCGACCAACGAACCAAGTTACCCAAGGGATAAC
AGCGCAATCCCCTTCAGAGTCCATATCGACAAGGG
GTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAA
TGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAAC
GATTAAAGTCCT

Knodus breviceps FV)_EC_0184

7/8/2023

CGCCTCCTGCAAAAATCAACGTATAAGAGGTCCTA
CCTGCCCAGTGACATTAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGGAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCTTTTCAGGTCAGTGAAATT
GATCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAGAAATACA
AGACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACGCAAG
GTCAACTATGTCAAAGACTCCTGTGAAGGGAGAT
AGAACAAAATATTAACTGACCAAAGTCTTCGGTTG
GGGCGACCGCGGGGGAAAACAAAGCCCCCATGT
GGAGTGGGGTAATACCTAAAACCACGAGGGACAC
CTCTAAGTCACAGAACATCTGACCAAAAGATCCGG
CACTTAAGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGG
GATAACAGCGCAAATCCCCTCCAAGAGTCCATATC
GACAAGGGGT




Knodus breviceps FVJ_EC 0185

7/8/2023

TGCAAGTGTTTCTCTCGCAACCTTCCTGTTTATCTG
TTTATCCGCCTGTTTATCAAAAAAAACATCGCCTCC
TGCAAAAATCAACGTATAAGAGGTCCTACCTGCCC
AGTGACATTAAGTTAAACGGCCGCGGTATTTTGAC
CGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAAT
GAAGACCTGTATGAATGGTGGAACGAGGGCTTAA
CTGTCTCCCTTTTCAGGTCAGTGAAATTGATCTGCC
CGTGCAGAAGCGGACATAGAAATACAAGACGAGA
AGACCCTTTGGAGCTTAAGACGCAAGGTCAACTAT
GTCAAAGACTCCTGTGAAGGGAGATAGAACAAAA
TATTAACTGACCAAAGTCTTCGGTTGGGGCGACCG
CGGGGGAAAACAAAGCCCCCATGTGGAGTGGGG
TAATACCTAAAACCACGAGGGACACCTCTAAGTCA
CAGAACATCTGACCAAAAGATCCGGCACTTAAGCC
GATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGC
GCAATCCCCTCCAAGAGTCCATATCGACAAGGGG
GTT

Knodus breviceps FVJ_EC_0186

7/8/2023

CGCCTCCTGCAAAAATCAACGTATAAGAGGTCCTA
CCTGCCCAGTGACATTAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGGAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCTTTTCAGGTCAGTGAAATT
GATCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAGAAATACA
AGACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACGCAAG
GTCAACTATGTCAAAGACTCCTGTGAAGGGAGAT
AGAACAAAATATTAACTGACCAAAGTCTTCGGTTG
GGGCGACCGCGGGGGAAAACAAAGCCCCCATGT
GGAGTGGGGTAATACCTAAAACCACGAGGGACAC
CTCTAAGTCACAGAACATCTGACCAAAAGATCCGG
CACTTAAGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGG
GATAACAGCGCAATCCCCTCCAAGAGGTCCATATC
GACAAGGGGT

Creagrutus sp.

FVJ_EC_0187

7/8/2023

CGCCTCCTGCAAAATCAATGTATAAGAGGTCCTAC
CTGCCCAGTGACATAGTTTAACGGCCGCGGTATCC
TGACCGTGCTAAGGTAGCGTAATCACTTGTCTTTT
AAATGAAGACCTGTATGAATGGTGGAACGAGGGC
TTAACTGTCTCCCTTTTCAGGTCAATGAAATTGATC
TGCCCGTGCAGAAGCGGGCATAAAAATACAAGAC
GAGAAGACCCTTTGGAGCTTGAGATACAAGATCA
ACTATGTCAAAACCCTAATTAACAGAAATAAAACA
AAATACCAATTGATCAGAGTCTTCGGTTGGGGCGA
CCACGGGGAAAAAAGCCCCCATGTGGAATGGGTA
ATACCTTAAACCACGAGAGACACCTCTAAGTCACA
GAATATCTGACCAAAAGATCCGGCACTCGAGCCG
ATCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCCCTTCAAGAGCCCATATCGACAAGGGGGT
T




Creagrutus sp.

FVJ_EC_0188

7/8/2023

CCGCAGCCCCTGTTTATCAAAAACATCGCCTCCTGC
AAAATCAATGTATAAGAGGTCCTACCTGCCCAGTG
ACATAGTTTAACGGCCGCGGTATCCTGACCGTGCT
AAGGTAGCGTAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGAC
CTGTATGAATGGTGGAACGAGGGCTTAACTGTCTC
CCTTTTCAGGTCAATGAAATTGATCTGCCCGTGCA
GAAGCGGGCATAAAAATACAAGACGAGAAGACCC
TTTGGAGCTTGAGATACAAGATCAACTATGTCAAA
ACCCTAATTAACAGAAATAAAACGAAATACCAATT
GATCAGAGTCTTCGGTTGGGGCGACCACGGGGAA
AAAAGCCCCCATGTGGAATGGGTAATACCTTAAAC
CACGAGAGACACCTCTAAGTCACAGAATATCTGAC
CAAAAGATCCGGCACTCGAGCCGATCAACGGACC
AAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTCA
AGAGCCCATATCGACAAGGGGT

Creagrutus sp.

FVJ_EC_0189

7/8/2023

GGTCTGAACTCAGATCACGTAGGACTTTAATTCCG
TTGAACAAACGAACCCTAATAGCGGCTGCATGCTG
ATATTGCCCCTGTTTATCAAAAACATCGCCTCCTGC
AAAATCAATGTATAAGAGGTCCTACCTGCCCAGTG
ACATAGTTTAACGGCCGCGGTATCCTGACCGTGCT
AAGGTAGCGTAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGAC
CTGTATGAATGGTGGAACGAGGGCTTAACTGTCTC
CCTTTTCAGGTCAATGAAATTGATCTGCCCGTGCA
RAAGCGGGCATAAAAATACAAGACGAGAAGACCC
TTTGGAGCTTGAGATACAAGATCAACTATGTCAAA
ACNCTAATTAACAGAAATAAAACAAAATACCAATT
GATCAGAGTCTTCGGTTGGGGCGACCACGGGNGA
AAAAAGCCCCCATGTGGAATGGGTAATACCTTAAA
CCACGAGAGACACCTCTAAGTCACAGAATATCTGA
CCAAAAGATCCGGCACTCGAGCCGATCAACGGAC
CAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTC
AAGAGCCCATATCGACAA

Lebiasina
elongata

FVJ_EC_0190

7/8/2023

ACCCTTTCGTCGATATGGACTCTTGGAAAGGATTG
CGCTGTTATCCCTAGGGTAACTTGGTTCGTTGATC
GGCCCTGGGCCGGATCTTTTGGTCAGATGTTCTGA
GACTTAGAGATGTCTTTCTTGGTTAAAGGTTTAAG
CCCTGTACCACATGGGGGCTTTGTTTTCCCCCGCG
GTCGCCCCAACCGAAGACGTAGACCAGGTATGTTT
AGTTTAATTTTTTTGTTGAAAGCATTGACACAGTTG
GTTGTTAGTCTTAAGCTCCAAAGGGTCTTCTCGTCT
TGTATTTTTATACCCGCTTCTGCACGGGTAGATCAA
TTTCATTGACCAGAAAAAGGAGACAGTTAAGCCCT
CGTCTTGCCATTCATACAGGTCTTCATTTAAAAGAC
AAGTGATTGCGCTACCTTAGCACGGTCAAAATACC
GCGGCCATTTAACTTAAAGTCACTGGGCAGGCAG
GACCTCCTATGTGTTGATTTTTGCAGGAGGCGATG
TTTTTGATAAACAGGC




Chaetostoma

CGCCTCCCGCAAAAATCAATATATAGGAGGTCTTG
CCTGCCCAGTGACTATAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCACTCTAGTCAATGAAATTG
ATCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATACTAATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAAC
CAACTACGTCAAAAGTCCTAAAAACTAAACCAAGT
AGCACTGGTCTTAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGC
GGGAGAAAGCAAAGCTCCCATGCGGACTGGGTTA
AACCCCTAAAACTAAGAGAGACATCTCCAAGGCAC
AGAACATCTGACCAAAAAGATCCGGCTTCATGCCG
ACCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGT

CGCCTCCCGCAAAAATCAATATATAGGAGGTCTTG
CCTGCCCAGTGACTATAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCACTCTAGTCAATGAAATTG
GATCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATACTAATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAA
CCAACTACGTCAAAAGTCCTAAAAACTAAACCAAG
TAGCACTGGTCTTAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGC
GGGAGAAAGCAAAGCTCCCATGCGGACTGGGTTA
AACCCCTAAAACTAAGAGAGACATCTCCAAGGCAC
AGAACATCTGACCAAAAAGATCCGGCTTCATGCCG
ACCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGTT
TACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGG
TGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGAT
TAAAGTCCT

. FVJ_EC_0192 7/8/2023
microps

Chaetostoma o\ e 5193 7/8/2023
microps

Chaetostoma o\ £ 194 7/8/2023
microps

CGCCTCCCGCAAAAATCAATATATAGGAGGTCTTG
CCTGCCCAGTGACTATAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCACTCTAGTCAATGAAATTG
ATCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATACTAATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAAC
CAACTACGTCAAAAGTCCTAAAAACTAAACCAAGT
AGCACTGGTCTTAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGC
GGGAGAAAGCAAAGCTCCCATGCGGACTGGGTTA
AACCCCTAAAACTAAGAGAGACATCTCCAAGGCAC
AGAACATCTGACCAAAAAGATCCGGCTTCATGCCG
ACCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGGT




Chaetostoma

. FVJ_EC_0195
microps

7/8/2023

ACCTGTTTATCAAAAACATCGCCTCCCGCAAAAAT
CAATATATAGGAGGTCTTGCCTGCCCAGTGACTAT
AAGTTAAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAA
GGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCT
GTATGAATGGTGAAACGAGGGCTTAACTGTCTCCC
CACTCTAGTCAATGAAATTGATCTACCCGTGCAGA
AGCGGGTATACTAATACAAGACGAGAAGACCCTT
TGGAGCTTAAGACAAAAAACCAACTACGTCAAAA
GTCCTAAAAACTAAACCAAGTAGCACTGGTCTTAG
TCTTCGGTTGGGGCGACCGCGGGAGAAAGCAAAG
CTCCCATGCGGACTGGGTTAAACCCCTAAAACTAA
GAGAGACATCTCCAAGGCACAGAACATCTGACCA
AAAAGATCCGGCTTCATGCCGACCAACGGACCAA
GTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTCCAG
AGTCCATATCGACAAGGGGGT

Knodus breviceps FVJ_EC_0196

7/8/2023

CCTGTTTATCAAAAACATCGCCTCCTGCAAAAATCA
ACGTATAAGAGGTCCTACCTGCCCAGTGACATTAA
GTTAAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCTAAGGT
AGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCTGTA
TGAATGGTGGAACGAGGGCTTAACTGTCTCCCTTT
TCAGGTCAGTGAAATTGATCTGCCCGTGCAGAAGC
GGACATACAAATACAAGACGAGAAGACCCTTTGG
AGCTTAAGACGCAAGGTCAACTATGTCAAAGACTC
CTGTGAAGGGAGATAGAACAAAATATTAACTGAC
CAAAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGCGGGGGAAAA
CAAAGCCCCCATGTGGAGTGGGGTAATACCTAAA
ACCACGAGGGACACCTCTAAGTCACAGAACATCTG
ACCAAAAGATCCGGCACTTAAGCCGATCAACGAA
CCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTC
CAAGAGTCCATATCGACAAGGGGT

Knodus breviceps FVJ_EC_0197

7/8/2023

CATCCTGTTGGAAAGTATTGCCGCCCTGTTTATCAA
AAACATCGCCTCCTGCAAAAATCAACGTATAAGAG
GTCCTACCTGCCCAGTGACATTAAGTTAAACGGCC
GCGGTATTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCAC
TTGTCTTTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGGA
ACGAGGGCTTAACTGTCTCCCTTTTCAGGTCAGTG
AAATTGATCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAGAA
ATACAAGACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGAC
GCAAGGTCAACTATGTCAAAGACTCCTGTGAAGG
GAGATAGAACAAAATATTAACTGACCAAAGTCTTC
GGTTGGGGCGACCGCGGGGGAAAACAAAGCCCC
CATGTGGAGTGGGGTAATACCTAAAACCACGAGG
GACACCTCTAAGTCACAGAACATCTGACCAAAAGA
TCCGGCACTTAAGCCGATCAACGAACCAAGTTACC
CTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTCCAAGAGTCCA
TATCGACAAGGGGGTT




Knodus breviceps FVJ_EC_0198

7/8/2023

CCTGTTTATCAAAAACATCGCCTCCTGCAAAAATCA
ACGTATAAGAGGTCCTACCTGCCCAGTGACATTAA
GTTAAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCTAAGGT
AGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCTGTA
TGAATGGTGGAACGAGGGCTTAACTGTCTCCCTTT
TCAGGTCAGTGAAATTGATCTGCCCGTGCAGAAGC
GGACATAGAAATACAAGACGAGAAGACCCTTTGG
AGCTTAAGACGCAAGGTCAACTATGTCAAAGACTC
CTGTGAAGGGAGATAGAACAAAATATTAACTGAC
CAAAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGCGGGGGAAAA
CAAAGCCCCCATGTGGAGTGGGGTAATACCTAAA
ACCACGAGGGACACCTCTAAGTCACAGAACATCTG
ACCAAAAGATCCGGCACTTAAGCCGATCAACGAA
CCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTC
CAAGAGTCCATATCGACAAGGGGT

Moenkhausia

. FVJ_EC 0199
naponis - -

22/7/2023

CAGCCCTGTTTATCAAAAACATCGCCTCCTGCAAA
AATCAACGTATAAGAGGTCCTACCTGCCCAGTGAC
TTAGTTAAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAA
GGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATAAAGACCT
GTATGAATGGTGAAACGAGGGCTTAACTGTCTCCC
CTTCTGATCAGTGAAATTGATCTACCCGTGCAGAA
GCGGGTATAATTATACAAGACGAGAAGACCCTAT
GGAGCTTTAGACATAAAGTCATCTATGTTAAAAAC
CCCTAACAAAAGGAACAAAACAAAATAGCAACTG
ACCAGTGTCTTCGGTTGGGGCGACCACGGGGAAA
ATAAATCCCCCATGTGGAGTGGGAAATCTCCTAAA
ACCACGAGGTACACCTCTAAGTCACAGAACTTCTG
ACCAAAAGATCCGGCACTTGACCGATCAACGAACC
AAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTCG
AGAGTCCTTATCGACAAGGGGT

Moenkhausia

) FVJ_EC_0200
naponis

22/7/2023

TCTGTTCCACCTGTTTATCAAAAACATCGCCTCCTG
CAAAAATCAACGTATAAGAGGTCCTACCTGCCCAG
TGACTTAGTTAAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTG
CAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATAAAG
ACCTGTATGAATGGTGAAACGAGGGCTTAACTGTC
TCCCCCTTCTGATCAGTGAAATTGATCTACCCGTGC
AGAAGCGGGTATAATTATACAAGACGAGAAGACC
CTATGGAGCTTTAGACATAAAGTCATCTATGTTAA
AAACCCCTAACAAAAGGAACAAAACAAAATAGCA
ACTGACCAGTGTCTTCGGTTGGGGCGACCACGGG
GAAAATAAATCCCCCATGTGGAGTGGGAAATCTCC
TAAAACCACGAGGTACACCTCTAAGTCACAGAACT
TCTGACCAAAAGATCCGGCACTTGACCGATCAACG
AACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCCCC
TTCGAGAGTCCTTATCGACAAGGGGT




Moenkhausia
naponis

FVJ_EC_0201

22/7/2023

TTGTTATCAAAAACATCGCCTCCTGCAAAAATCAA
CGTATAAAAGTCCTGTTTATCAAAAACATCGCCTCC
TGCAAAAATCAACGTATAAGAGGTCCTACCTGCCC
AGTGACTTAGTTAAACGGCCGCGGTATTTTGACCG
TGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATAA
AGACCTGTATGAATGGTGAAACGAGGGCTTAACT
GTCTCCCCCTTCTGATCAGTGAAATTGATCTACCCG
TGCAGAAGCGGGTATAATTATACAAGACGAGAAG
ACCCTATGGAGCTTTAGACATAAAGTCATCTATGT
TAAAAACCCCTAACAAAAGGAACAAAACAAAATA
GCAACTGACCAGTGTCTTCGGTTGGGGCGACCAC
GGGGAAAATAAATCCCCCATGTGGAGTGGGAAAT
CTCCTAAAACCACGAGGTACACCTCTAAGTCACAG
AACTTCTGACCAAAAGATCCGGCACTTGACCGATC
AACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAA
TCCCCTTCGAGAGTCCTTATCGACAAGGGGT

Moenkhausia
naponis

FVJ_EC_0202

22/7/2023

CCTGTTTATCCCTGTTTATCAAAAACATCGCCTCCT
GCAAAAATCAACGTATAAGAGGTCCTACCTGCCCA
GTGACTTAGTTAAACGGCCGCGGTATTTTGACCGT
GCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATAAA
GACCTGTATGAATGGTGAAACGAGGGCTTAACTG
TCTCCCCCTTCTGATCAGTGAAATTGATCTACCCGT
GCAGAAGCGGGTATAATTATACAAGACGAGAAGA
CCCTATGGAGCTTTAGACATAAAGTCATCTATGTT
AAAAACCCCTAACAAAAGGAACAAAACAAAATAG
CAACTGACCAGTGTCTTCGGTTGGGGCGACCACG
GGGAAAATAAATCCCCCATGTGGAGTGGGAAATC
TCCTAAAACCACGAGGTACACCTCTAAGTCACAGA
ACTTCTGACCAAAAGATCCGGCACTTGACCGATCA
ACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAAT
CCCCTTCGAGAGTCCTTATCGACAGGGGGT

Chaetostoma
microps

FVJ_EC_0203

22/7/2023

CGCCTCCCGCAAAAATCAATATATAGGAGGTCTTG
CCTGCCCAGTGACTATAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCACTCTAGTCAATGAAATTG
ATCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATACTAATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAAC
CAACTACGTCAAAAGTCCTAAAAACTAAACCAAGT
AGCACTGGTCTTAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGC
GGGAGAAAGCAAAGCTCCCATGCGGACTGGGTTA
AACCCCTAAAACTAAGAGAGACATCTCCAAGGCAC
AGAACATCTGACCAAAAAGATCCGGCTTCATGCCG
ACCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGGT
T




Chaetostoma
microps

FVJ_EC_0204

22/7/2023

CGCCTCCCGCAAAAATCAATATATAGGAGGTCTTG
CCTGCCCAGTGACTATAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCACTCTAGTCAATGAAATTG
ATCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATACTAATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAAC
CAACTACGTCAAAAGTCCTAAAAACTAAACCAAGT
AGCACTGGTCTTAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGC
GGGAGAAAGCAAAGCTCCCATGCGGACTGGGTTA
AACCCCTAAAACTAAGAGAGACATCTCCAAGGCAC
AGAACATCTGACCAAAAAGATCCGGCTTCATGCCG
ACCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGGT
T

Chaetostoma
microps

FVJ_EC_0205

22/7/2023

CGCCTCCCGCAAAAATCAATATATAGGAGGTCTTG
CCTGCCCAGTGACTATAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCACTCTAGTCAATGAAATTG
ATCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATACTAATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAAC
CAACTACGTCAAAAGTCCTAAAAACTAAACCAAGT
AGCACTGGTCTTAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGC
GGGAGAAAGCAAAGCTCCCATGCGGACTGGGTTA
AACCCCTAAAACTAAGAGAGACATCTCCAAGGCAC
AGAACATCTGACCAAAAAGATCCGGCTTCATGCCG
ACCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGGT
T

Pimelodella
lateristriga

FVJ_EC_0206

22/7/2023

AGGACTTTAATCGTTGAACAAACGAACCCTTAATA
GCGGCTGCACCATTAGGATGTCCTGATCCAACATC
GAGGTCGTAAACCCCCTCGTCGATATGGCCTCTGG
GAGGGGATTGCGCTGTTATCCCTAGGGTAACTTG
GTCCGTTGGATCGGCATAATAGCCGGGTCTTTAAA
GTCAGATATTCTGTGACTTGGAAATGTCTTTCTTG
GTTTCAGGGTGGTGCCCCGTTCTTCGTGGGAGCTT
TTTTTTCCCGCGGTCGCCCCAACAAAAGACTAGGA
CCAGTTACTATTTAGTTTGATTTATTTTATTATCCTT
GACATAGGTGGTCTTATGTCTAAAGCTCCAAAGGG
TCTTCTCGTCTTGTATTTGTATGCCCGCTTCTGCAC
GGGCAGATCAATTTCATTGACTTGAAAGGGGAGA
CAGTTAAGCCCTCGTTCTACCATTCATACAGGTCTT
CATTTAAAAGACAAGTGATTGCGCTACCTTCGCAC
GGTCAAAATACCGCGGCCGTTAAAACTTGTCACTG
GGCAGGTGAGACCTCCTATACGTCGGGGTTTGCA
GGAGGCC




Astroblepus sp1

FVJ_EC_0207

22/7/2023

AATTTTGACTAACCTTTTCTGTTGGTGCTTTTGCCG
CCTGTTTATCCAAAAACATCGCCTCCTGCAAAATTC
AACATATAGGAGGTCTTACCTGCCCAGTGACTACA
AGTTAAACGGCCGCGGTATTCTGACCGTGCAAAG
GTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCTG
TATGAATGGTTAAACGAGGGCCTAACTGTCTCCCC
ATTCCAGTCAATGAAATTGATCTGCCCGTGCAGAA
GCGGACATAAATATACAAGACGAGAAGACCCTTT
GGAGCTTAAGATAAAAGACCAATTATGTCAATAAC
CCCTATAAGAAAATAAACTAAATAACCGCTGGTCC
AAATCTTCGGTTGGGGCGACCACGGGAAAAAACA
AAACTCCCATGTAGACAGGGAAAATCCCCTAAAAC
CAAGAGAGACATCTCTAAGAAACAGAACTTCTGAC
TATAAAGACCCGGCCATAAGCCGACCAACGAACC
AAGTTACCCAAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTCC
AGAGTCCATATCGACAAGGGGGTT

Lebiasina
elongata

FVJ_EC_0215

22/7/2023

AATTTTGACTAACCTTTTCTGTTGGTGCTTTTGCCG
CCTGTTTATCCAAAAACATCGCCTCCTGCAAAATTC
AACATATAGGAGGTCTTACCTGCCCAGTGACTACA
AGTTAAACGGCCGCGGTATTCTGACCGTGCAAAG
GTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCTG
TATGAATGGTTAAACGAGGGCCTAACTGTCTCCCC
ATTCCAGTCAATGAAATTGATCTGCCCGTGCAGAA
GCGGACATAAATATACAAGACGAGAAGACCCTTT
GGAGCTTAAGATAAAAGACCAATTATGTCAATAAC
CCCTATAAGAAAATAAACTAAATAACCGCTGGTCC
AAATCTTCGGTTGGGGCGACCACGGGAAAAAACA
AAACTCCCATGTAGACAGGGAAAATCCCCTAAAAC
CAAGAGAGACATCTCTAAGAAACAGAACTTCTGAC
TATAAAGACCCGGCCATAAGCCGACCAACGAACC
AAGTTACCCAAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTCC
AGAGTCCATATCGACAAGGGGGTT

Astroblepus sp1

FVJ_EC_0216

22/7/2023

CGCCTCCTGCAAAATTCAACATATAGGAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACTACAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTCTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTTAAACGAGG
GCCTAACTGTCTCCCCATTCCAGTCAATGAAATTGA
TCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAAATATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGATAAAAGAC
CAATTATGTCAATAACCCCTATAAGAAAATAAACT
AAATAACCGCTGGTCCAAATCTTCGGTTGGGGCGA
CCACGGGAAAAAACAAAACTCCCATGTAGACAGG
GAAAATCCCCTAAAACCAAGAGAGACATCTCTAAG
AAACAGAACTTCTGACTATAAAGACCCGGCCATAA
GCCGACCAACGAACCAAGTTACCCAAGGGATAAC
AGCGCAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGG
GGGTT




Astroblepus sp1

FVJ_EC_0218

22/7/2023

CGCCTCCTGCAAAATTCAACATATAGGAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACTACAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTCTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTTAAACGAGG
GCCTAACTGTCTCCCCATTCCAGTCAATGAAATTGA
TCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAAATATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGATAAAAGAC
CAATTATGTCAATAACCCCTATAAGAAAATAAACT
AAATAACCGCTGGTCCAAATCTTCGGTTGGGGCGA
CCACGGGAAAAAACAAAACTCCCATGTAGACAGG
GAAAATCCCCTAAAACCAAGAGAGACATCTCTAAG
AAACAGAACTTCTGACTATAAAGACCCGGCCATAA
GCCGACCAACGAACCAAGTTACCCAAGGGATAAC
AGCGCAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGG
GGGTT

Astroblepus sp1

FVJ_EC_0220

22/7/2023

CGCCTCCTGCAAAATTCAACATATAGGAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACTACAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTCTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTTAAACGAGG
GCCTAACTGTCTCCCCATTCCAGTCAATGAAATTGA
TCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAAATATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGATAAAAGAC
CAATTATGTCAATAACCCCTATAAGAAAATAAACT
AAATAACCGCTGGTCCAAATCTTCGGTTGGGGCGA
CCACGGGAAAAAACAAAACTCCCATGTAGACAGG
GAAAATCCCCTAAAACCAAGAGAGACATCTCTAAG
AAACAGAACTTCTGACTATAAAGACCCGGCCATAA
GCCGACCAACGAACCAAGTTACCCAAGGGATAAC
AGCGCAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGG
GGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCT
AATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCA
ACGATTAAAGTCCT

Chaetostoma
microps

FVJ_EC_0222

22/7/2023

CGCCTCCCGCAAAAATCAATATATAGGAGGTCTTG
CCTGCCCAGTGACTATAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCACTCTAGTCAATGAAATTG
ATCTTACCCGTGCAGAAGCGGGTATACTAATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAA
CCAACTACGTCAAAAGTCCTAAAAACTAAACCAAG
TAGCACTGGTCTTAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGC
GGGAGAAAGCAAAGCTCCCATGCGGACTGGGTTA
AACCCCTAAAACTAAGAGAGACATCTCCAAGGCAC
AGAACATCTGACCAAAAAGATCCGGCTTCATGCCG
ACCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGGT
TTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATG
GTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGA
TTAAAGTCCT




Chaetostoma

) FVJ_EC_0223
microps - -

22/7/2023

CGCCTCCCGCAAAAATCAATATATAGGAGGTCTTG
CCTGCCCAGTGACTATAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCACTCTAGTCAATGAAATTG
ATCTATCCCGTGCAGAAGCGGGTATACTAATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAA
CCAACTACGTCAAAAGTCCTAAAAACTAAACCAAG
TAGCACTGGTCTTAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGC
GGGAGAAAGCAAAGCTCCCATGCGGACTGGGTTA
AACCCCTAAAACTAAGAGAGACATCTCCAAGGCAC
AGAACATCTGACCAAAAAGATCCGGCTTCATGCCG
ACCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGGT
TTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATG
GTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGA
TTAAAGTCCT

Knodus breviceps FVJ_EC_0226

8/8/2023

CGCCTCCTGCAAAAATCAACGTATAAGAGGTCCTA
CCTGCCCAGTGACATTAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGGAACGA
GGGCTTAACTGTCTCCCTTTTCAGGTCAGTGAAAT
TGATCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAGAAATAC
AAGACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACGCAA
GGTCAACTATGTCAAAGACTCCTGTGAAGGGAGA
TAGAACAAAATATTAACTGACCAAAGTCTTCGGTT
GGGGCGACCGCGGGGGAAAACAAAGCCCCCATG
TGGAGTGGGGTAATACCTAAAACCACGAGGGACA
CCTCTAAGTCACAGAACATCTGACCAAAAGATCCG
GCACTTAAGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAG
GGATAACAGCGCAATCCCCTCCAAGAGTCCATATC
GACAAGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGG
ACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGT
TTGTTCAACGATTAAAGTCCT

Knodus breviceps FVJ_EC_0227

8/8/2023

CGCCTCCTGCAAAATCAACGTATAAGAGGTCCTAC
CTGCCCAGTGACATTAAGTTAAACGGCCGCGGTAT
TTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTT
TTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGGAACGAGG
GCTTAACTGTCTCCCTTTTCAGGTCAGTGAAATTGA
TCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAGAAATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACGCAAGGT
CAACTATGTCAAAGACTCCTGTGAAGGGAGATAG
AACAAAATATTAACTGACCAAAGTCTTCGGTTGGG
GCGACCGCGGGGAAAACAAAGCCCCCATGTGGAG
TGGGGTAATACCTAAAACCACGAGGGACACCTCT
AAGTCACAGAACATCTGACCAAAAGATCCGGCACT
TAAGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATA
ACAGCGCAATCCCCTCCAAGAGTCCATATCGACAA
GGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCC
TAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTC
AACGATTAAAGTCCT




Cetopsorhamdia
orinoco

FVJ_EC_0231

8/8/2023

GGCCTCCTGCAAACCACTATGTATAGGAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACAAGTTTTAACGGCCGCGGTATT
TTGACCGTGCGAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTT
TAAATGAAGACCTGTATGAATGGTAGAACGAGGG
CTTAACTGTCTCCCCCTTCAAGTCAATGAAATTGGT
CTGCCCGTGCAGAAACGGGCATGAACATACAAGA
CGAGAAGACCCTTTGGAGCTTTAGATATCAGGCTA
CCTATGTCAAGACATAAACAAAATAAACTAAATAG
CCATTAGCCTAAATCTTTTGTTGGGGCGACCGCGG
GAAAAAGAAAGCTCCCACGAGGACTGGGTATAAG
CCCAAAACCAAGAAAGACATTTCCAAGTCACAGAA
CTTCTGACCTTTGAGATCCGGCTAACCACCGACCA
ACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAAT
CCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGGTTTAC
GACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTGC
AGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTAA
AGTCCT

Astroblepus sp1

FVJ_EC_0232

8/8/2023

CGCCTCCTGCAAAATTCAACATATAGGAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACTACAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTCTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTTAAACGAGG
GCCTAACTGTCTCCCCATTCCAGTCAATGAAATTGA
TCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAAATATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGATAAAAGAC
CAATTATGTCAATAACCCCTATAAGAAAATAAACT
AAATAACCGCTGGTCCAAATCTTCGGTTGGGGCGA
CCACGGGAAAAAACAAAACTCCCATGTAGACAGG
GAAAATCCCCTAAAACCAAGAGAGACATCTCTAAG
AAACAGAACTTCTGACTATAAAGACCCGGCCATAA
GCCGACCAACGAACCAAGTTACCCAAGGGATAAC
AGCGCAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGG
GGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCT
AATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCA
ACGATTAAAGTCCT

Creagrutus
kunturus

FVJ_EC_0235

14/7/2023

CGCCTCCTGCAAAAATCAATGTATAAGAGGTCCTA
CCTGCCCAGTGACATTAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGGAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCTTTTCAGGTCAATGAAATTG
ATCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAAAAATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACACAAGG
TCAACTATGTCAAAAATTCCCATAAACGGAAATGA
AACAAAATACCAACTGACCAAAGTCTTCGGTTGGG
GCGACCGCGGGGGAAAACAAAGCCCCCATGTGGA
ATGGGTTAAACCTAAAACCACGAGGGACACCTCTA
AGTCACAGAATATCTGACCAAAAGATCCGGCACTT
AAGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATA
ACAGCGCAATCCCCTCCAAGAGTCCATATCGACAA
GGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACAT
CCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGT
TCAACGATTAAAGTCCT




Astroblepus sp1

FVJ_EC_0237

14/7/2023

CGCCTCCTGCAAAATTCAACATATAGGAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACTACAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTCTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTTAAACGAGG
GCCTAACTGTCTCCCCATTCCAGTCAATGAAATTGA
TCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAAATATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGATAAAAGAC
CAATTATGTCAATAACCCCTATAAGAAAATAAACT
AAATAACCGCTGGTCCAAATCTTCGGTTGGGGCGA
CCACGGGAAAAAACAAAACTCCCATGTAGACAGG
GAAAATCCCCTAAAACCAAGAGAGACATCTCTAAG
AAACAGAACTTCTGACTATAAAGACCCGGCCATAA
GCCGACCAACGAACCAAGTTACCCAAGGGATAAC
AGCGCAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGG
GGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCT
AATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCA
ACGATTAAAGTCCT

Chaetostoma
microps

FVJ_EC_0243

14/7/2023

CGCCTCCCGCAAAAATCAATATATAGGAGGTCTTG
CCTGCCCAGTGACTATAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCACTCTAGTCAATGAAATTG
ATTCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATACTAATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAA
CCAACTACGTCAAAAGTCCTAAAAACTAAACCAAG
TAGCACTGGTCTTAGTCTTCGGTTGGGGCGACCGC
GGGAGAAAGCAAAGCTCCCATGCGGACTGGGTTA
AACCCCTAAAACTAAGAGAGACATCTCCAAGGCAC
AGAACATCTGACCAAAAAGATCCGGCTTCATGCCG
ACCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCG
CAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGGGGGT
TTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATG
GTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGA
TTAAAGTCCT

Creagrutus
kunturus

FVJ_EC_0246

14/7/2023

CGCCTCCTGCAAAAATCAATGTATAAGAGGTCCTA
CCTGCCCAGTGACATTAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGGAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCTTTTCAGGTCAATGAAATTG
ATCTGCCCGGCCTGCAGAAGCGGACATAAAAATA
CAAGACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACACA
AGGTCAACTATGTCAAAAATTCCCATAAACGGAAA
TGAAACAAAATACCAACTGACCAAAGTCTTCGGTT
GGGGCGACCGCGGGGGAAAACAAAGCCCCCATG
TGGAATGGGTTAAACCTAAAACCACGAGGGACAC
CTCTAAGTCACAGAATATCTGACCAAAAGATCCGG
CACTTAAGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGG
GATAACAGCGCAATCCCCTCCAAGAGTCCATATCG
ACAAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGG
ACATCCTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGT
TTGTTCAACGATTAAAGTCCT




Astroblepus sp1

FVJ_EC_0251

14/7/2023

CGCCTCCTGCAAAATTCAACATATAGGAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACTACAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTCTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTTAAACGAGG
GCCTAACTGTCTCCCCATTCCAGTCAATGAAATTGA
TCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAAATATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGATAAAAGAC
CAATTATGTCAATAACCCCTATAAGAAAATAAACT
AAATAACCGCTGGTCCAAATCTTCGGTTGGGGCGA
CCACGGGAAAAAACAAAACTCCCATGTAGACAGG
GAAAATCCCCTAAAACCAAGAGAGACATCTCTAAG
AAACAGAACTTCTGACTATAAAGACCCGGCCATAA
GCCGACCAACGAACCAAGTTACCCAAGGGATAAC
AGCGCAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGG
GGT

Astroblepus sp1

FVJ_EC_0252

14/7/2023

CGCCTCCTGCAAAATTCAACATATAGGAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACTACAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTCTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTTAAACGAGG
GCCTAACTGTCTCCCCATTCCAGTCAATGAAATTGA
TCTGCCCGGTGCAGAAGCGGACATAAATATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGATAAAAGA
CCAATTATGTCAATAACCCCTATAAGAAAATAAAC
TAAATAACCGCTGGTCCAAATCTTCGGTTGGGGCG
ACCACGGGAAAAAACAAAACTCCCATGTAGACAG
GGAAAATCCCCTAAAACCAAGAGAGACATCTCTAA
GAAACAGAACTTCTGACTATAAAGACCCGGCCATA
AGCCGACCAACGAACCAAGTTACCCAAGGGATAA
CAGCGCAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAG
GGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCC
TAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTC
AACGATTAAAGTCCT

Moenkhausia
naponis

FVJ_EC_0257

20/7/2023

CGCCTCCTGCAAAAATCAACGTATAAGAGGTCCTA
CCTGCCCAGTGACTTAGTTAAACGGCCGCGGTATT
TTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTT
TAAATAAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAGGG
CTTAACTGTCTCCCCCTTCTGATCAGTGAAATTGAT
CTACCCCGTGCAGAAGCGGGTATAATTATACAAGA
CGAGAAGACCCTATGGAGCTTTAGACATAAAGTC
ATCTATGTTAAAAACCCCTAACAAAAGGAACAAAA
CAAAATAGCAACTGACCAGTGTCTTCGGTTGGGGC
GACCACGGGGAAAATAAATCCCCCATGTGGAGTG
GGAAATCTCCTAAAACCACGAGGTACACCTCTAAG
TCACAGAACTTCTGACCAAAAGATCCGGCACTTGA
CCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACA
GCGCAATCCCCTTCGAGAGTCCTTATCGACAAGGG
GGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTA
ATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAA
CGATTAAAGTCCT




Hoplias
malibaricus

FVJ_EC_0259

20/7/2023

CGCCTCCTGCAAAAATCAATGTATAGGAGGTCCTG
CCTGCCCAGTGACTATTAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCC
TTTAAATGAGGACCTGTATGAATGGTGGAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCTTCCAATCAGTGAAATTGA
TCTGCCCGTGCAGAAGCGGGCATAAACATACAAG
ACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGATACTTTAAT
CATCTGTGTTAAACCCCTTATAAAAAGGATTAAAC
AAAACAGCACCTGATTATTATCTTCGGTTGGGGCG
ACCGCGGGGGAAAACAAAGCCCCCATGTGGAATG
GGAAATATCCTACAACCTAGAAAGACATTTCTAAG
TCACAGAACTTCTGACCAAAAGATCCGGCCTCACG
GGCCGAACAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAA
CAGCGCAATCCTCTTTAAGAGTTCATATCGACAAG
TGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCC
TAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTC
AACGATTAAAGTCCT

Synbranchus
marmoratus

HMOA_2375

21/3/2023

CGCCTCTTGTTCCCCTAATATAAGAGGTCCCGCCTG
CCCCCTGACTATATGTTTAATGGCCACGGTATCCTA
ACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCATTTGTCTTCTAA
TTAAAGACCTGTATGAATGGCATAACGAGAGCTTA
CCTGTCTCCTCTTTAAAGTCAATAAAATTGATCTCC
CCGTGCAGAAGCGAGGATGTATACATAAGACGAG
AAGACCCTGTGGAGCTTCAGGCACTAAAATATATG
TACATTACACAAGTACACCCCTATTTCAACGCCTTC
GGTTGGGGCGACCAAGGAGAATTAATCAACCCCC
ACGTGGAATAGAAGTACTCCTTCTCAAACCAAGAG
CTACAACTCTAATCATTAGAACTTCTAACCATAACA
TAAAGACCCGGCAACGCCGATCTACGAACTAAGTT
ACCCCAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTTAAGAGC
CCATATCGACAAGGGGGTTTACGACCTCGATGTTG
GATCAGGACACCCCAATGGTGCATCCGTTATTAAA
GGTTCGTTTGTTCAACGATTAAAGTCCT

Astyanas
bimaculatus

|_4413

22/3/2023

CGCCTCCTGCAAGATCAATGTATAGGAGGTCCTAC
CTGCCCAGTGATTAATTAAACGGCCGCGGTATTTT
GACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTTTTTAA
ATAAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAGGGCTT
AACTGTCTCCTTTTTCTGATCAGTGAAATTGATCTA
CCCGTGCAGAAGCGGGCATAAAAATACAAGACGA
GAAGACCCTATGGAGCTTAAGACACAAGATCATCT
ATGTTAAAAAACCCCAATTAAGGGGACGAAACAA
AACAGCAATTGATCAGCGTCTTCGGTTGGGGCGA
CTGCGGGGGAAAACTAATCCCCCATGCGGAATGG
AATATAATTCTAAAACCATGAGGCACACCTCTAAG
TCACAGAACTTCTGACCAAATGATCCGGAAATTAA
CCGATCAGCGGACCAAAGTTACCCTAGGGATAAC
AGCGCAATCCCCTCCAAGAGTCCATATCGACAAGG
GGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTA
ATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAA
CGATTAAAGTCCT




Hypostomus
hemicochlidon

| 4417

23/3/2023

CGCCTCCCGCAAAAATCAATGTATTGGAGGTCCTG
CCTGCCCAGTGACTATAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATAAAGACCTGTATGAATGGTGGAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCCCTTCTAGTCAATGAAATTG
ATCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATAATAATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGATAAAAGA
CCAACTATGTCAAAAGTCCTAAAAAAGACTAAACC
TAATAATACTGGTCCTAATCTTCGGTTGGGGTGAC
CACGGGAGAAAACAAAGCTCCCATGCGGATTGGG
GTAATTCCCTAAATCTAAGAAAGACATCTCTAAGA
CGCAGAACATCTGACCATAAAGATCCGGCTACATG
CCGACCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACA
GCGCAAATCCCCTTCCAGAGTCCATATCGACAAGG
GGT

Pygocentrus
nattereri

| 4418

24/3/2023

AGCGAACCTTTCTCTGGAAAAAGGATATTGCCGCC
TGTTTATCAAAAAAAACATCGCCTCCTGCCAAAAT
CAATGTATAGGAGGTCCTGCCTGCCCAGTGACAAT
CAGTTAAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCTAAG
GTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATGAGGACCTG
TATGAATGGCGAAACGAGGGCTTAACTGTCTCCTT
TTTCCAGTCAATGAAATTGATCTGCCCGTGCAGAA
GCGGGCATACCTATACAAGACGAGAAGACCCTTT
GGAGCTTAAGATAAAAGGTCAACTAGGTCAAGAG
CCCAAATAAATTTGAACTAAACAAACAGCCAACTG
ACCACTATCTTCGGTTGGGGCGACCACGGGGGAA
AACAAAGCCCCCGCGTAGAATGGGGATCACACCC
TAAAACCAAGAGGGACACCTCTAAGTCACAGAAC
ATCTGACTAAACAGATCCGGCCAACAAGCCGATCA
ACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAAT
CCCCTCCAAGAGTTCATATCGACAAGGGGGTT

Serrasalmus
rhombeus

| 4419

25/3/2023

AACCTTTCTTGTTGGTGTCAGCGCTTTTATCAAAAA
CATATTGCCGCCTGTTTATCAAAAAACATCGCCTCC
TGCAAAAATCAATGTATAGGAGGTCCTGCCTGCCC
AGTGACAATCAGTTAAACGGCCGCGGTATTTTGAC
CGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAAT
GAGGACCTGTATGAATGGCGAAACGAGGGCTTAA
CTGTCTCCTTTTTCCAGTCAATGAAATTGATCTGCC
CGTGCAGAAGCGGGCATGCCTATACAAGACGAGA
AGACCCTTTGGAGCTTAAGATAAAAGGTCAACTAG
GTCAAGAGCCCAAATAAATTTGAACTAAACAAACA
GCCAACTGACCTCTATCTTCGGTTGGGGCGACCAC
GGGGAGAACAAAGCCCCCGCGTAGAGTGGGGAT
CACACCCTAAAACCAAGAGGGACACCTCTAAGCCA
CAGAACATCTGACTAAACAGATCCGGCCAACAAG
CCGATCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAACA
GCGCAATCCCCTCCAAGAGTTCATATCGACAAGGG
GGTT




Potamorhina
altamazonica

|_4420

26/3/2023

CGCCTCCTGCAAAAATCAACGTATAGGAGGTCCTG
CCTGCCCAGTGACAACTAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGGAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCTTCTCCAGTCAATGAAATTG
ATCTGCCCGTGCAGAAGCGGGCATAAATATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAG
CCAACTGTGTCAAAAATTTAAACAAAATAAAACTA
AACAAAACAGCAACTGGCCAGCGTCTTCGGTTGG
GGCGACCGCGGGGGAAAAAAAAGCCCCCACGTG
GAATGGGAAAACCTCCTAAAACTAAGAGAGACAT
CTCTAAGCCACAGAACATCTGACCAAAAGATCCGG
CCCACAAGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGG
GATAACAGCGCAATCCTTTCCAAGAGTCCATATCG
ACGAGAGGGTT

Leporinus
friderici

|_4421

27/3/2023

CGCCTCCTGCAAAAATCAATGTATAGGAGGTCCTA
CCTGCCCAGTGACTATTAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGTAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCTTCTCTGGTCAATGAAATTG
ATCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATAAGAATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAG
CCAACCGTGTTAAAAGCCCCTAATAAAAATAGGCT
AAACAAAGCAGAAACTGGCCAACGTCTTCGGTTG
GGGCGACCACGGGGAAAATAAAGCCCCCATGTGG
ATTGGGAAAACTCCTAAAACCAAGAGACACATCTC
TAAGTAACAGAACATCTGACCTAAAGATCCGGCCC
ACAAGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGA
TAACAGCGCAATCCTCTTCAAGAGTTCATATCGAC
AAGAGGGTT

Roeboides
myersii

|_4422

28/3/2023

CGCCTCTTGCAATATCAAAATATAAGAAGGTCTTA
CCTGCCCAGTGACATTAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGGAACGAG
GGCTTAGCTGTCTCCCTTTTTAGGTCAATGAAATTG
ATCTGTCCGTGCAGAAGCGGACATAAATATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACATAAAG
CCAATTACGTCAATAACCTCTTTAAATGAGAACAA
AACAAAGTAACAACTGACCAATGTCTTCGGTTGGG
GCGACCACGGGGAAAAACAAGCCCCCATGTGGAC
TGGGACAACCTAAAACCAAGAGGGACACCTCTAA
GTCACAGAACATCTGACCAAAAGATCCGGTATTTT
AACCGATCAACGAACTAAGTTACCCTAGGGATAAC
AGCGCAATCCCCTCCAAGAGTCCATATCGACAAGG
GGT




Crenichla cincta

|_4424

29/3/2023

CGCCTCTTGCAATACCGCCAATAAGAGGTCCAGCC
TGCCCCGTGACTATATGTTAAACGGCCGCGGTATT
TTAACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTT
TAAATGAAGACCCGTATGAATGGCACCACGAGGG
CTTGACTGTCTCCTTTTTCCTGTCAATGAAATTGAT
CTCCCCGTGCAGAAGCGGGGATAAACACATAAGA
CGAGAAGACCCTGTGGAACTTAAGGCCCTAAGCA
GATTATATAAAACAACCATGAATAACTGAAAAACC
CCATTAACCCCTGCCCACATATGCCTTTGGTTGGG
GCGACCATGGGGAAATAAAAACCCCCCACGCGGA
CTAGGAGAATAACATTTACCCTCCTACAACCCAGG
GCTACAGCCCTAAGTAACAGAACATCTGACCTACT
CTTGATCCGGCACAGGCCGATCAACGAACCCAGCT
ACCCCAGGGATAACAGCGCAATCCCCTCCCAGAGC
CCATATCGACGAGGGGGTT

Apteronotus
albitrons

|_4425

30/3/2023

AAACTGTTTATCAAAAACATCGCCTCCTGTTTATCA
AAAACATCGCCTCCTGCAAAAAACAATACATAGGA
GGTCCCGCCTGCCCACTGACTCTGTGTTTAACGGC
CGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCA
CTTGTTTCATAAATTGAAACCCGTATGAATGGCAA
GACGAAGGCTTAACTGTCTCCCCTTTCAGGTCAGT
GAAATTGATCTGCCCGTGAAGAAGCGGACATACTT
ATACAAGACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGAC
TTAAACCAACTGTGTAACAGACTAATTACCTTTAGT
CAAACTAAACCTTGCACTGGCCTACGTCTTCGGTT
GGGGCGACCACGGAGAAAAACAAAGCCTCCGCGC
AGAATAGGAAAAATATTCCTTGAACCAAGAGAGA
CATCTCTAAGCCACAGAACATCTGACTAAAACAGA
CCCGGGTTTAACACCCGATTAACGAACCAAGTTAC
CCTAGGGATAACAGCGCAATCCCCTTCCAGAGCCC
TTATCGACAAGGGGGTT

Pterygplichtys
pardalis

| 4427

31/3/2023

CAACCTTTCTGTCTGGAAAGTTGATATTGCCCTGTT
TATCAAAAACATCGCCTCCCGCAAAAATCAATGTA
TAGGAGGTCCTGCCTGCCCAGTGACTATAAGTTAA
ACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCG
CAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCTGTATGAAT
GGTGGAACGAGGGCTTAACTGTCTCCCCCTTCTAG
TCAATGAAATTGATCTACCCGTGCAGAAGCGGGTA
TAATAATACAAGACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTA
AGACAAAAGACCAACTATGTCAAAAGTCCTAAAAA
AGACTAAACCAAATAGCTCTGGTCCTAATCTTCGG
TTGGGGTGACCACGGGAGAAAACAAAGCTCCCAT
GCGGACTGGGATATTTCCTAAAACTAAGAGAGAC
ATCTCTAAGACACAGAACATCTGACCATAAAGATC
CGGCTACATGCCGACCAACGGACCAAGTTACCCTA
GGGATAACAGCGCAATCCCCTTCCAGAGTCCATAT
CGACAAGGGGGTT




Steindachnerina
bimaculata

|_4430

1/4/2023

CAACATCGCCTCCTGCAAGATCAATATATAGGAGG
TCCTGCCTGCCCAGTGACAACCTGTTAAACGGCCG
CGGTATTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACT
TGTCTTTTAAATGAGGACCTGTATGAATGGCGGAA
CGAGGGCTTAACTGTCTCCCTTCTCCCGTCAATGA
AATTGATCTGCCCGTGCAGAAGCGGGCATATATAT
GCAAGACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAA
AAAGCCAACCATGTCAAAAATCCAAATAAAATGAA
ATTAAACAAAACAACAACTGGCCAACGTCTTCGGT
TGGGGCGACCGCGGGGGAAAACAAAGCCCCCAC
GTGGAACGGGATAATTTCCTAAAACCAAGAGAGA
CATCTCTAAGCCACAGAACATCTGACCAAAAGATC
CGGCCCACAAGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCT
AGGGATAACAGCGCAATCCCCTCCAAGAGTTCATA
TCGACGAGAGGGTT

Curimata aspera

|_4431

2/4/2023

TTATCCTGAAACCTTTTAACCTTTTTCAAAAACTGA
TATTGCTGCCTGTTTATCAAAAACATCGCCTCCTGC
AAGATCAATATATAGGAGGTCCTGCCTGCCCAGTG
ACAACCTGTTAAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTG
CTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATGAGG
ACCTGTATGAATGGCGGAACGAGGGCTTAACTGT
CTCCCTTCTCCCGTCAATGAAATTGATCTGCCCGTG
CAGAAGCGGGCATATATATGCAAGACGAGAAGAC
CCTTTGGAGCTTAAGACAAAAAGCCAACCATGTCA
AAAATCCAAATAAAATGAAATTAAACAAAACAACA
ACTGGCCAACGTCTTCGGTTGGGGCGACCGCGGG
GGAAAACAAAGCCCCCACGTGGAACGGGATAATT
TCCTAAAACCAAGAGAGACATCTCTAAGCCACAGA
ACATCTGACCAAAAGATCCGGCCCACAAGCCGATC
AACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAA
TCCCCTCCAAGAGTTCATATCGACGAGAGGGTT

Aequidens
tetramerus

|_4446

3/4/2023

CGCCTCTTGAAACACTTAACTATAAGAGGTCCCGC
CTGCCCAGTGACTATAAGTTCAACGGCCGCGGTAT
TTTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTT
TTAAATGAAGGCCTGTATGAATGGCACCACGAGG
GCTTAACTGTCTCCTTTTTCCTGTCAATGAAATTGA
TCTCCCCGTGCAGAAGCGGGGATTTTAACATAAGA
CGAGAAGACCCTATGGAGCTTCAGGCTCCAGAAC
AGACTATGTTAAACACCCTCCCACAAAAGACAAAA
CTTATTAGGCCCTGTTCCAATGCCTTTGGTTGGGG
CGACCGCGGGGAAACAAAAAACCCCCATATGGAC
CGGGAGCACAACCCCTCCCACAACCCAGAGCAAC
AACTCTAAGTAACAGTACATCTGACCAACAAATGA
TCCGGCACAGCCGATCAACGGACCGAGTTACCCTA
GGGATAACAGCGCAATCAATCCCCTTCTAGAGCCC
TTATCGACAAGGGGT




Hoplias
malibaricus

|_4472

4/4/2023

GAACCTTTCTGTTGATATTGCCGCCTGTTTATCAAA
AAACATCGCCTCCTGCAAAAATCAATGTATAGGAG
GTCCTACCTGCCCAGTGACTATTAGTTAAACGGCC
GCGGTATTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCAC
TTGTCCTTTAAATGAGGACCTGTATGAATGGTGGA
ACGAGGGCTTAACTGTCTCCCCCTCCCAATCAATG
AAATTGATCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAAAC
ATACAAGACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGAT
ACTTTAATCATCTGTGTTTAACCCCTCATAAAAAGG
ATTAAACAAAACAGCACCTGATTATTATCTTCGGTT
GGGGCGACCGCGGGGGAAAACAAAGCCCCCATG
TGGAATGGGAAATATCCTACAACCTAGAAAGACA
TTTCTAAGTCACAGAACTTCTGACCAAAAGATCCG
GCCTCACAGGCCGAACAACGAACCAAGTTACCCTA
GGGATAACAGCGCAATCCTCTTTAAGAGTTCATAT
CGACAAGTGGGTT

Prochilodus
nigricaus

|_4473

5/4/2023

CGCCTCCTGCAAAAATCAATGTATAAGAGGTCCTG
CCTGCCCAGTGACTATTAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGGAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCTTCTCCAGTCAATGAAATTG
ATCTGCCCGTGCAGAAGCGGGCATATATATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACAAAAGG
CCAACCGTGTTAAAGACCCAAATAAAATGAAGTCA
AACAAAACAGCAACTGACCAGCGTCTTCGGTTGG
GGCGACCACGGGGAAAATAAAGCCCCCATGTGGA
ACGGGGTAATCCCTAAAACTAAGAGAGACATCTCT
AAGCCACAGAATATCTGACCAAAAGATCCGGCCTA
CCAGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATA
ACAGCGCAATCCCCTCCAAGAGTTCATATCGACGA
GAGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATC
CTAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTT
CAACGATTAAAGTCCT

Ctenobrycon
hauxwellianus

|_4493

6/4/2023

CTCAACCTTTCCTGTATTACCCTGCCTGTTTATCAA
AAAAAACATCGCCTCCTGCAAAAATCAATGTATAG
GAGGTCCTGCCTGCCCAGTGACTAAATTAAACGGC
CGCGGTATTTTGACCGTGCAAAGGTAGCGTAATCA
CTTGTTTTTTAAATAAAGACCTGTATGAATGGTGA
AACGAGGGCTTAACTGTCTCCCCTTTTTGATCAGT
GAAATTGATCTGCCCGTGCAGAAGCGGGCATTTAC
CTACAAGACGAGAAGACCCTATGGAGCTTAAGAC
AATATAATCAACTGACACCCCTCCCCCTCCAAAAA
GGTATAAAGCAAAGCAGTAACTGATTAATGTCTTC
GGTTGGGGCGACCACGGGGAAAAAAATCCCCCAC
GTGGAGTGGGATTTATCCTAAAACCACGAGGCAC
ACCTCTAAGTCACAGAACCTCTGACCAAAAGATCC
GGCAACTTAGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTA
GGGATAACAGCGCAATCCCCTCCAAGAGTCCATAT
CGACAAGGGGGTTTA




Tetragonopterus

CGCCTCTTGCAAAAATCAAAGTATAAGAGGTCCTA
CCTGCCCAGTGATATTTGATTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGGAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCTTTTTAGGTCAGTGAAATTG
ATCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATACATATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACATAAAG
TCAACTATGTCAAAAATCTCAACAAATGAGAAATA
AACAAAATAACAACTGACCAGCGTCTTCGGTTGGG
GCGACCGCGGGGAAAACCAAGCCCCCATGTGGAA
TGGGTTACAAACCTAAAACCATGAGAGACACCTCT
AAGCCACAGAATTTCTGACCAAAAGATCCGGCATA
CTGCCGATCAACGGACCAAGTTACCCTAGGGATAA
CAGCGCAATCCCCTCCAAGAGTTCATATCGACAAG
GGGT

CGCCTCCTGCAAAAATCAATGTATAAGAGGTCCTA
CCTGCCCAGTGACATTAAGTTAAACGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGTGGAACGAG
GGCTTAACTGTCTCCCTTTTCAGGTCAGTGAAATT
GATCTGCCCGTGCAGAAGCGGACATAATAATACA
AGACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACACAGG
GTCAACTATGTCAAAAATTCCTATTAATGGTAATA
AAACAAAATATTAACTGACCAAAGTCTTCGGTTGG
GGCGACCGCGGGGAAAGCAAAGCCCCCATGTGG
AATGGGATAAAACCTAAAACCACGAGGGACACCT
CTAAGTCACAGAACATCTGACCAAAAGATCCGGCA
CCTAAGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGA
TAACAGCGCAATCCCCTCCAAGAGTCCATATCGAC
AAGGGGGTT

|_4494 7/4/2023
argenteus
Moenkhausia
dichroura |_4529 8/4/2023
Leporinus | 4623 9/4/2023
fasciatus

AAACCCTGTTTATCAAAAACATATTGCCGCCTGTTT
ATCAAAAAAAAAAAAAACATCGCCTCCTGCAAAAA
TCAATGTATAGGAGGTCCCACCTGCCCAGTGACTA
TTAGTTAAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCTAA
GGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATGAAGACCT
GTATGAATGGTATAACGAGGGCTTAACTGTCTCCC
TTCTCCAGTCAATGAAATTGATCTACCCGTGCAGA
AGCGGGTATAAAAATACAAGACGAGAAGACCCTT
TGGAGCTTAAGACAAAAAGCCAACCGTGTTAAAA
GCCCCCAGCAAAATTAGGCTAAACAAAACAGCAA
CTGGCCAACGTCTTCGGTTGGGGCGACCGCGGGG
GAAAACAAAGCCCCCATGTGGACTGGGAATTTTCC
TAAAACTAAGAGATACATCTCTAAGTCACAGAACA
TCTGACCTATAGATCCGGCCCGTCAAGCCGATCAA
CGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAATCC
TCTTCAAGAGTCCATATCGACAAGAGGGTT




Moenkhausia
comma

|_4668

10/4/2023

CGCCTCCTGCAAAAATCAATGTATAAGAGGTCCTA
CCTGCCCAGTGACTTAGTTAAACGGCCGCGGTATT
TTGACCGTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTT
TAAATAAAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAGGG
CTTAACTGTCTCCCCCTTCTGATCAGTGAAATTGAT
CTACCCGTGCAGAAGCGGGTATAATTATACAAGAC
GAGAAGACCCTATGGAGCTTTAGACATAAAGTCAT
CTATGTTAAAAACCCCTAATAAAAGGAACAAAACA
AAATAGCAACTGACCAGTGTCTTCGGTTGGGGCG
ACCACGGAGGAAAATAAATCCCCCACGTGGAGTG
GGAAATCTCCTAAAACCACGAGGTACACCTCTAAG
TCACAGAATTTCTGACCAAAAGATCCGGCACTTAG
CCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACA
GCGCAATCCCCTTCGAGAGTTCTTATCGACAAGGG
GGTT

Lebiasina
elongata

IKIAM_0026

11/4/2023

CGCCTCCTGCAAAAATCAACACATAGGAGGTCCTG
CCTGCCCAGTGACTTTAAGTTAAATGGCCGCGGTA
TTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCT
TTTAAATGAAGACCTGTATGAATGGCAAGACGAG
GGCTTAACTGTCTCCTTTTTCTGGTCAATGAAATTG
ATCTACCCGTGCAGAAGCGGGTATAAAAATACAA
GACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAGACTAACAA
CCAACTGTGTCAATGCTTTCAACAAAAAAATTAAA
CTAAACATACCTGGTCTACGTCTTCGGTTGGGGCG
ACCGCGGGGGAAAACAAAGCCCCCATGTGGTACA
GGGCTTAAACCTTTAACCAAGAAAGACATCTCTAA
GTCTCAGAACATCTGACCAAAAGATCCGGCCCAG
GGCCGATCAACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAA
CAGCGCAATCCTTTCCAAGAGTCCATATCGACGAA
AGGGTTTACGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCC
TAATGGTGCAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTC
AACGATTAAAGTCCT

Moenkhausia
naponis

IKIAM_0027

12/4/2023

CTGCAAAAATCAACGTATAAGAGGTCCTACCTGCC
CAGTGACTTAGTTAAACGGCCGCGGTATTTTGACC
GTGCAAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAAATA
AAGACCTGTATGAATGGTGAAACGAGGGCTTAAC
TGTCTCCCCTTCTGATCAGTGAAATTGATCTACCCC
GTGCAGAAGCGGGTATAATTATACAAGACGAGAA
GACCCTATGGAGCTTTAGACATAAAGTCATCTATG
TTAAAAACCCTAACAAAAGGAACAAAACAAAATA
GCAACTGACCAGTGTCTTCGGTTGGGGCGACCAC
GGGGAAAATAAATCCCCCATGTGGAGTGGGAAAT
CTCCTAAAACCACGAGGTACACCTCTAAGTCACAG
AACTTCTGACCAAAAGATCCGGCACTTGACCGATC
AACGAACCAAGTTACCCTAGGGATAACAGCGCAA
TCCCCTTCGAGAGTCCTTATCGACAAGGGGGTTTA
CGACCTCGATGTTGGATCAGGACATCCTAATGGTG
CAGCCGCTATTAAGGGTTCGTTTGTTCAACGATTA
AAGTCCT
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