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RESUMEN

Secuenciar y analizar el ADN ha revolucionado la conservaciéon y el monitoreo de la
biodiversidad. Técnicas como el DNA barcoding y la metagendmica permiten la
identificacion de especies a partir de muestras ambientales sin requerir observacion directa
o cultivo en laboratorio. Estas técnicas son cruciales para detectar especies raras, invasoras
o en peligro, y para evaluar la efectividad de las acciones de conservacion mediante el
seguimiento pre y post-intervencion. EI eDNA metabarcoding se destaca como una
herramienta eficaz para la identificacion de especies de peces utilizando el marcador
molecular 12S. A pesar de sus ventajas, enfrenta desafios como la ausencia de parametros
estandarizados y la falta de bases de datos completas. Este estudio desarrollé un protocolo
optimizado de eDNA metabarcoding para monitorear peces en arroyos, superando
problemas relacionados con el volumen de agua y el almacenamiento de muestras.
Establecimos que filtrar 1.2 litros de agua, en dos etapas, a través de membranas de 0.70
y 0.45 pm es optimo para recuperar comunidades de peces. El marcador NeoFish demostro
una mejor resolucion taxondmica, identificando un mayor numero de especies con una alta
coincidencia respecto a los estudios tradicionales. Sin embargo, la carencia de secuencias
referencia para muchas especies neotropicales limita la precision del método. Asi, se cred
un banco de datos con secuencias de 46 nuevas especies para actualizar los registros
globales, a partir del disefio de dos nuevos cebadores Forward y un cebador Reverse para
el secuenciamiento de las secuencias 12S referencia enfocado en la ictiofauna regional. El
eDNA metabarcoding reveld un mayor numero de especies en comparacion con los
métodos tradicionales, aunque no todas las especies fueron identificadas, con mayor
resolucién con el banco de datos creado. Ambos métodos coincidieron en la identificacion
de especies abundantes, pero el eDNA detectd especies adicionales que no fueron
capturadas o resultaron dificiles de capturar con métodos tradicionales. Este estudio
subraya que, aunque el eDNA metabarcoding es una herramienta poderosa para la
evaluacion de la biodiversidad y su eficacia esta condicionada por la calidad y exhaustividad
de las bases de datos de referencia.

Palabras clave: bancos moleculares; DNA barcoding; biomonitoreo; arroyos.
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RESUMO

Sequenciar e analisar o DNA revolucionou a conservagdo e o monitoramento da
biodiversidade. Técnicas como o DNA barcoding e a metagenbémica permitem a
identificagdo de espécies a partir de amostras ambientais, sem necessidade de observacdo
direta ou cultivo em laboratoério. Essas técnicas s&o cruciais para detectar espécies raras,
invasoras ou em perigo, e para avaliar a eficacia das agées de conservacdo por meio do
monitoramento pré e poés-intervengdo. O eDNA metabarcoding se destaca como uma
ferramenta eficaz para a identificacdo de espécies de peixes utilizando o marcador
molecular 12S. Apesar de suas vantagens, enfrenta desafios como a auséncia de
parametros padronizados e a falta de bases de dados completas. Este estudo desenvolveu
um protocolo ofimizado de eDNA metabarcoding para monitorar peixes em riachos,
superando problemas relacionados com o volume de agua e o armazenamento de
amostras. Determinamos que filtrar 1,2 litros de agua, em duas etapas, através de
membranas de 0,70 e 0,45 um é ideal para recuperar comunidades de peixes. O marcador
NeoFish demonstrou uma melhor resolugao taxondémica, identificando um maior nimero de
espécies com alta coincidéncia em relagdo aos estudos tradicionais. No entanto, a falta de
sequéncias de referéncia para muitas espécies neotropicais limita a precisdo do método.
Assim, foi criado um banco de dados com sequéncias de 46 novas espécies para atualizar
os registros globais, a partir do disenho de dois novos primers Forward e um primer Reverse
para o sequenciamento das sequéncias 12S de referéncia, focado na ictiofauna regional. O
eDNA metabarcoding revelou um maior numero de espécies em comparagdo com 0S
meétodos tradicionais, embora nem todas as espécies tenham sido identificadas, com maior
resolugdo com o banco de dados criado. Ambos os métodos coincidiram na identificacdo
de espécies abundantes, mas o eDNA detectou espécies adicionais que ndo foram
capturadas ou que foram dificeis de capturar com métodos tradicionais. Este estudo
destaca que, embora o eDNA metabarcoding seja uma ferramenta poderosa para a
avaliagao da biodiversidade, sua eficacia esta condicionada pela qualidade e abrangéncia
das bases de dados de referéncia.

Palavras-chave: bancos moleculares; DNA barcoding;, eDNA; biomonitoramento, riachos.
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ABSTRACT

Sequencing and analyzing DNA has revolutionized the conservation and monitoring of
biodiversity. Techniques such as DNA barcoding and metagenomics allow for species
identification from environmental samples without requiring direct observation or laboratory
cultivation. These techniques are crucial for detecting rare, invasive, or endangered species,
and for assessing the effectiveness of conservation actions through pre- and post-
intervention monitoring. eDNA metabarcoding stands out as an effective tool for identifying
fish species using the molecular marker 12S. Despite its advantages, it faces challenges
such as the lack of standardized parameters and complete databases. This study developed
an optimized eDNA metabarcoding protocol for monitoring fish in streams, overcoming
issues related to water volume and sample storage. It was determined that filtering 1.2 liters
of water, in two stages through 0.70 and 0.45 um membranes, is optimal for recovering fish
communities. The NeoFish marker demonstrated better taxonomic resolution, identifying a
higher number of species with high agreement compared to traditional studies. However,
the lack of reference sequences for many Neotropical species limits the method’s accuracy.
Thus, a database with sequences from 46 new species was created to update global
records, based on the design of two new Forward primers and one Reverse primer for
sequencing the 12S reference sequences, focused on regional ichthyofauna. eDNA
metabarcoding revealed a greater number of species compared to traditional methods,
although not all species were identified, with higher resolution with the created database.
Both methods agreed on identifying abundant species, but eDNA detected additional
species that were not captured or were difficult to capture with traditional methods. This
study highlights that while eDNA metabarcoding is a powerful tool for biodiversity
assessment, its effectiveness is dependent on the quality and completeness of reference
databases.

Keywords: moleculars banks; DNA barcoding; eDNA; biomonitoring, streams.
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1. INTRODUGAO

La foto 51 de Rosalind Franklin y Maurice Wilkins, permitié descifrar la estructura del
ADN presentada por Watson y Crick en 1953 (Martins, 2022), marcando un hito fundamental
en la biologia moderna. Esta estructura de doble hélice no solo revelé el mecanismo por el
cual se almacena y transmite la informacion genética, sino que también abrié un vasto
campo de posibilidades para la investigacion bioldgica, la biotecnologia, la medicina y la
ecologia.

El progreso de técnicas como la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), la
deteccion de marcadores moleculares, la secuenciacion de ADN, ARN vy proteinas, asi
como las herramientas bioinformaticas, han permitido avances y perfeccionamiento de
técnicas como, el diagnéstico de enfermedades y zoonosis, organizar y relacionar
informacion biolégica, el mejoramiento genético, el estudio de diversidad genética,
deteccion de especies invasoras, el biomonitoreo ambiental, establecer arboles
filogenéticos, entre otras (Aranguren et al., 2013).

La posibilidad de secuenciar y analizar el ADN ha significado un avance importante
en la conservacion, restauracién y monitoreo de la biodiversidad, posibilitando identificar y
cuantificar especies en diferentes habitats. Métodos como el DNA barcoding (codigo de
barras de ADN) y la metagendmica (analisis de los genomas contenidos en una muestra
ambiental), permiten la identificacion de organismos a partir de muestras ambientales, como
agua, suelo y aire, sin necesidad de observacién directa o cultivo en laboratorio (Martinez-
Munoz, 2022). Esta capacidad es crucial para detectar especies raras, invasoras o en
peligro de extincidn, y para monitorear cambios en la biodiversidad de manera precisa y
rapida. El monitoreo ambiental basado en el ADN también facilita la evaluacion de la eficacia
de las intervenciones de conservacion y restauracion. Al comparar las comunidades
bioldgicas antes y después de una intervencion, los cientificos pueden determinar si las
medidas adoptadas estan logrando los objetivos deseados, como la recuperacion de la

biodiversidad o la reducciéon de la contaminacion.

1.1 Referencial tedrico

1.1.1 Aportes de la biologia molecular en la identificaciéon de especies

Hasta el siglo XIX, la clasificacién de la biodiversidad fue basada en similitudes

morfolégicas reconocidas a simple vista, que representaba un desafio a problemas
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intrinsecos en ciertos grupos con plasticidad fenotipica, diferencias ontogénicas vy
dimorfismo sexual, entre otros (Hebert et al., 2003; Packer et al., 2009). Ademas, en
situaciones como, estadios larvales, fragmentos de tejido como restos de hojas, semillas,
sangre, plumas, carne o pieles, esta metodologia no podia ser aplicada por que no existen
suficientes caracteres diagnosticos para una acertada identificacion morfologica (Eaton et
al., 2010).

En los afos 1960, el surgimiento de la biologia molecular permitié entender que, todo
tipo de informacion bioldgica sobre un organismo puede ser obtenida a partir de sus genes.
Asi se construye la nocion de que toda la historia de la vida en este planeta puede ser
conocida a partir de la informacion preservada en los genes de los organismos presentes
hoy en dia.

Las técnicas moleculares han permitido conocer la constitucion y organizacién del
genoma de numerosas especies, su variacion, la relacion fenotipo-genotipo, la expresion
genética y el metabolismo; gracias al empleo de herramientas comparativas basadas en las
secuencias de acidos nucleicos y en el analisis de las relaciones de descendencia (Perez
et al., 2012; Aranguren et al., 2013). Dentro de la industria alimentaria, fundamentalmente,
han sido de gran importancia en la identificacion de cepas bacterianas probidticas pues
basarse en sus caracteristicas fenotipicas no siempre proporciona resultados confiables,
debido a las variaciones fenotipicas que las células pueden exhibir dependiendo de las
condiciones y los medios de cultivo utilizados (Mitsuoka y Kaneuchi 1977; Lopez et al.,
2003).

Recientemente, los estudios moleculares pasaron a ser usados como herramienta
primaria en los estudios con plantas o animales para darles un mejor uso y manejo
sostenible, no solo desde el punto de vista de beneficio econdmico, sino también a nivel de
conservacion de las especies, y aunque muchos de los métodos tradicionales no podran
ser reemplazados, es necesaria la inclusion de nuevas técnicas moleculares, ya que su uso

es cada vez mas necesario en términos técnicos y econémicos. (Aranguren et al., 2013).

1.1.2 Técnicas moleculares de identificacion, biomonitoreo y bioprospeccion de

organismos

Los avances en la instrumentacién e implementacion de los descubrimientos de la
bioquimica y la biologia molecular permiten utilizar la informacién genética de los

organismos como herramientas de identificacion y cuantificacion de aquéllos de interés para
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el hombre; dentro de las metodologias que en biologia molecular se usan para estos fines,
el DNA barcoding y mas recientemente, el eDNA metabarcoding, son los métodos mas
usados (Hebert et al., 2003; Hebert et al., 2004).

1.1.2.1 Cddigo de barras de ADN (DNA barcoding)

Durante los ultimos quince afios, los taxbnomos, genetistas y evolucionistas se han
beneficiado de estos avances para el estudio de los caracteres moleculares, y han
contribuido de forma significativa al desarrollo de las bases de datos moleculares.

Los antecedentes anteriores, llevaron a que Hebert y sus colaboradores en el 2003,
propusieran la creacion de un sistema estandarizado para la identificacién de especies,
denominado DNA barcoding, analogo al cddigo de barras empleado para identificar los
productos comerciales. Este sistema se basa en el uso de secuencias cortas (~650 pares
de bases (pb) de ADN como fuente de datos (Luo et al., 2011). De esta forma cada especie
puede ser identificada por una secuencia particular o por un conjunto de secuencias muy
similares y exclusivas, originadas por el acumulo de mutaciones unicas a lo largo de su
historia evolutiva.

Esta técnica, constituye una herramienta disefiada para identificar de forma rapida y
precisa las especies a partir de una corta y estandar secuencia de ADN (Figura 1; Floyd et
al., 2002; Hebert et al., 2003). Una region del genoma puede ser utilizada como cdodigo de
barras si permite distinguir entre variacion inter-especifica (entre especies relacionadas) y
variacion intra-especifica (dentro de la misma especie). De lo anterior, se genera el
concepto de barcoding gap, siendo la diferencia existente entre la variacion inter-especifica
e intra-especifica. Cuanto mayor sea la diferencia entre estas la discriminacion especifica
sera mas acertada (Meyer y Paulay, 2005).

Los codigos de barras de ADN son mas rapidos que los métodos morfolégicos
tradicionales desde el entrenamiento hasta la asignacién taxonomica (Figura 2). Se
necesita menos tiempo para adquirir experiencia en métodos de ADN que para convertirse
en un experto en taxonomia. Ademas, el flujo de trabajo de cédigos de barras de ADN (es
decir, desde la muestra hasta el resultado) es generalmente mas rapido que el flujo de
trabajo morfoldgico tradicional y permite el procesamiento de mas muestras.

Se prefieren usar como marcadores moleculares los genes mitocondriales debido a
su falta de intrones, su modo de herencia haploide y su recombinacion limitada (Paulay y
Meyer, 2012). Ademas, cada célula tiene varias mitocondrias (hasta varios miles) y cada
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una de ellas contiene varias moléculas de ADN. Por lo tanto, las mitocondrias pueden

ofrecer una fuente abundante de ADN incluso cuando la muestra de tejido es limitada.

Figura 1. Proceso del DNA barcoding
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Figura 2. Procedimiento de campo y laboratorio para la creacion de un banco de datos de cddigos de
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Inicialmente se propuso que para identificar animales se usara un fragmento del gen
mitocondrial citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 (COl), de aproximadamente 648 pb. La region
COlI presenta una alta tasa de sustitucion, lo que se manifiesta en alta variacién de la
secuencia entre especies del mismo género (Hebert et al., 2003; Hebert et al., 2003; Luo et
al., 2011). En los ultimos afios, varios estudios demuestran que, en diferentes grupos de
aves, peces, mamiferos e insectos, el fragmento COIl presenta una variacion inter-
especifica suficientemente amplia, permitiendo buena correlacién entre la identificacion
molecular y la morfolégica (Hebert et al., 2003; Hebert et al., 2004; Ward et al., 2005).

Los marcadores de cédigos de barras de ADN se pueden utilizar para abordar
cuestiones fundamentales en sistematica, ecologia, biologia evolutiva y conservacién. Esto
incluye la asamblea comunitaria, redes de interaccion de especies, descubrimiento
taxondmico, identificaciéon y evaluacion de especies cripticas y evaluacién de areas
prioritarias para la proteccién ambiental (Soininem et al., 2009; Schnell et al., 2012) También
permiten la identificacion de especies cuando los caracteres morfoldgicos no estan bien
conservados o varian segun el estado larval, juvenil o adulto del individuo. Ademas, son
utiles para evaluar la seguridad alimentaria, detectar especies exoticas, realizar
biomonitoreo, vincular los estadios de huevos y larvas con especies adultas, asegurar los
derechos de propiedad intelectual sobre recursos biologicos (Subrata 2016) y en la ciencia
forense. (Dalton et al., 2020).

Un aspecto que favorece el uso de esta técnica, es el obtener el ADN gendémico a
partir de muestras como la piel, alas, piernas, etc, de los individuos, sin embargo, a pesar
de la gran eficiencia que ella ofrece, aun se necesita tener una muestra por cada especimen
la cual debe ser procesada individualmente, desde la extraccion hasta el secuenciamiento,

lo que requiere mucho tiempo y trabajo.

1.1.2.2 Meta-cédigo de barras por ADN ambiental (eDNA metabarcoding)

Basado en el codigo de barras de ADN, el metabarcoding de ADN ambiental es una
estrategia de secuenciamiento de alto rendimiento que ofrece la oportunidad de secuenciar
comunidades enteras de organismos a partir del ADN total de una unica muestra ambiental
(Soon et al., 2013). El termino metabarcording de ADN se refiere a la identificacion a larga
escala de la comunidad presente en una muestra ambiental a través de la extraccion del
ADN total de los organismos alli presentes (Taberlet et al. 2012). EI ADN ambiental (eDNA)
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se define como los materiales genéticos suspendidos en muestras ambientales, como, por
ejemplo, en el agua, el aire, la tierra o sedimentos. EI eDNA es eliminado de
macroorganismos por medio de heces, moco corporal, sangre, tejido descamado, etc., y
surgi6 como una fuente de datos alternativa para el monitoreo de la biodiversidad
(Cristescu, 2014). EI ADN gendémico es extraido de muestras ambientales y es utilizado
para la amplificar genes conservados (cddigo de barras de ADN) utilizando cebadores
universales y los fragmentos son secuenciados a través de secuenciamientos de alto
rendimiento (Schallenberg et al., 2020). La proporcién de taxones recuperados por medio
del metabarcoding de eDNA dependen del método de obtencion del eDNA, y crucialmente
de la eleccién del conjunto de cebadores escogidos (Collins et al., 2019; Miya et al., 2020).

Uno de los atributos clave del biomonitoreo del eDNA es que apenas cambiando el
tipo de cebador utilizado se pueden identificar diferentes grupos taxondmicos a partir de
una unica muestra (desde bacterias y hongos hasta algas, peces, plantas, aves y
mamiferos, entro otros), lo que se traduce en la reduccion del esfuerzo y costo del monitoreo
en comparacion con los muestreos tradicionales que son enfocados en un solo grupo o en
algunos de ellos. Otras particularidades son trabajar fuera de las ventanas de tiempo
reglamentarias; no hay captura ni manejo de especies, lo que reduce el riesgo de perturbar
el habitat o dafiar los organismos, esto es especialmente valioso con la deteccion de
especies raras y cripticas, que se facilita considerando que el eDNA permite la deteccion
temprana de etapas de vida y aumenta la ventana de probabilidad para confirmar la
presencia; ademas, permite la deteccién temprana de especies invasoras. Y ademas de
ello, no es necesaria la presencia de especialistas para colectar las muestras, pues
cualquier persona con un entrenamiento adecuado es apta para realizar el trabajo. El eDNA
tiene tiempos de entrega de muestras significativamente mas rapidos; y permite un alto
grado de eficacia con resultados tanto cualitativos como cuantitativos.

Para la colecta del eDNA acuatico, principalmente se ha efectuado la filtracion en
laboratorio, las muestras de agua son colectadas y congeladas para su transporte al
laboratorio, donde posteriormente son filtradas. Ultimamente, se ha usado una mezcla de
buffers especificos para preservar las muestras sin necesidad de mantener temperaturas
bajas, facilitando el transporte. Aun asi esta metodologia de colecta conlleva la gran
dificultad de transportar grandes volumenes de agua, por eso, recientemente se ha
implementado filtrar el agua en el punto de muestreo, utilizando bombas de vacio vy filtros
para retener el ADN, los filtros posteriormente son congelados a -4°C hasta su analisis.
Ambos métodos han mostrado ser eficientes y tienen sus ventajas segun el area donde se
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realiza el muestreo, el uso de buffers es mas practico en estudios prolongados, permitiendo
la conservacion del ADN hasta por 56 dias sin cadena de frio, por su lado, la congelacion
de filtros es mas eficiente en términos de transporte de las muestras y preservacion del
ADN (Williams et al., 2016; Djurhuus et al., 2017).

Sin embargo, para ser implementado el DNA barcoding precisa de una base de datos
robusta que recopile toda la informacién existente acerca de las especies y a pesar de que
existen algunos bancos de datos, con secuencias nucleotidicas de miles de especies como
GenBank y EmBL, no todas contienen descripciones acerca de la morfologia y ecologia de
las especies.

Gracias a la combinacion de técnicas morfologicas tradicionales y el uso del
marcador COI, se ha mejorado las bases de datos de referencia y la evaluacién de la
ictiofauna neotropical, con la creacion de un gran conjunto de datos. No obstante, para el
analisis de metabarcodificacion de ADN, hacer uso del COIl ha demostrado dificultades,
amplificando bacterias y pequefos eucariotas que no son el objetivo, lo cual es inherente
al uso de COIl en muestras de eDNA (Milan et al., 2020).

Los genes de ARN ribosomal (ARNr) 12S y 16S se han utilizado ampliamente como
marcadores alternativos y han proporcionado resultados mas eficientes para la deteccién
molecular de varias especies a través de metabarcoding de eDNA, como mostrado por
Wang et al., 2023. Su estudio centrado en identificar especies de peces en las aguas
costeras de Zhoushan, China, compar6 la eficiencia de identificacion usando los
marcadores genéticos: 12S y COIl. Analizando 287 muestras de peces con métodos
morfoldgicos y de codigo de barras, obtuvieron 264 secuencias de 12S ARNry 188 de COl;
mostrando que, aunque el 12S y el COI son efectivos para la identificacién de peces, el
ARNr 12S es prometedor para la metacodificacion de ADN ambiental (eDNA) en estudios

marinos.

1.1.3 Marcador molecular 12S

El marcador 12S corresponde a una porcion conservada del genoma mitocondrial
presente en la mayoria de los organismos eucariotas (Figura 3). Esta regién generalmente
abarca aproximadamente 950 pares de bases y se encuentra dentro del gen que codifica
para la subunidad ribosomal 12S del ARN ribosémico. Aunque el 12S es relativamente

conservado, también presenta suficientes variaciones para permitir la diferenciacion entre
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especies y, en algunos casos, incluso entre poblaciones dentro de una misma especie.
(Yang et al., 2014).

Figura 3. Mapa genético del ADN mitocondrial de peces

Aviso: en azul se destaca el gen 12S.
Fuente: Meyer, 1994.

De hecho, varios estudios usando el gen 12S (Yamamoto et al., 2017;
Andruszkiewicz et al., 2017; Bylemans et al., 2019; Ushio et al., 2018; Lee et al., 2021) han
demostrado que es un marcador molecular efectivo para la deteccion de especies de peces
a partir de muestras de eDNA y se ha utilizado ampliamente en el estudio de la biodiversidad
ictica mediante metabarcoding de eDNA (Sato et al., 2018).

Algunas variantes de este marcador, se han usado para identificar una amplia

variedad de organismos de vida acuatica (Chakraborty et al., 2017) y ha sido destacado
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como excelente para identificar las especies debido a su tasa de mutacion y longitud
adecuada, convirtiéndolo en una herramienta valiosa para evaluar el fraude en productos
marinos (Von Der Heyden et al., 2010).

Aunque comparado con el marcador COlI, el uso del marcador 12S es mas reciente,
la disponibilidad de informacién de secuencias en bases de datos es amplia, sin embargo,
la mayor parte de la informacién esta concentrada en la vida marina. Por ejemplo, en el
GenBank existen 339686 registros referentes al marcador 12S (acceso 21/07/2024) de los
cuales, 53753 registros pertenecen a peces, 2663 registros a peces de agua dulce y 12
registros para peces de arroyos; para Brasil hay registradas 2069 secuencias, de las cuales

cuatro son para peces de agua dulce.

1.1.4 Bancos de datos moleculares y su importancia para el uso del DNA barcoding
y el eDNA

El almacenamiento de datos se torna necesario mediante el aumento del volumen
de informacion generado en los ultimos anos y tienen una gran utilidad para la comunidad
cientifica. La localizacion de un gen, perspectivas de evolucion de organismos,
caracteristicas fenotipicas, interacciones moleculares, son algunos ejemplos de una amplia
lista de posibilidades y desafios en el tratamiento de los datos moleculares (Libério y
Resende, 2021). Hasta el dia de hoy, se estima que aproximadamente existen cerca de 10
a 50 millones de especies vivientes, de las cuales alrededor de un 10% se encuentran en
las bases de datos biolégicas (Henao-Castro, 2021).

Las bases de datos mas relevantes en biologia que incluyen datos de secuencias de
nucleodtidos, proteinas, estructura de proteinas, genomas, expresion genética, bibliografia,
taxonomia, metabolismo, factores de transcripcién, etc., son el Banco ENA - EMBL
(Europa), GenBank (EE.UU.) y DDBJ (Japdn). Estos tres bancos conforman la colaboracion
internacional para la base de datos de secuencias de nucledétidos (INSDC, en sus siglas en
inglés) conteniendo cerca de 55 millones de secuencias, el equivalente a 100 gigabases o,
lo que es lo mismo, cien mil millones de componentes moleculares del ADN que codifican
la informacion genética. Ya para los datos especificos sobre identificacién de especies, fue
creado el banco de datos Barcode of Life data System (BOLD System), basado
principalmente en el marcador COI, donde se puede, de forma facil y rapida, identificar los
organismos presentes en un determinado local, regién o pais (Rubinoff, 2006). El BOLD
system actualmente cuenta con 17.849.000 registros, correspondientes a 359.000 especies
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(<https://www.boldsystems.org/> en 18 jul. 2024). En él se pueden asociar otros tipos de

datos de las muestras como: fotos del espécimen, informaciones de campo, numero de
registro de la institucion donde el material se encuentra, datos taxonémicos e informaciones
moleculares (como los cebadores usados para la amplificacion y en el secuenciamiento)
(Ratnasingham e Hebert, 2007). No obstante, el BOLD System es un banco de datos
basado mayoritariamente en la region COIl y a eso se le suma que la mayor parte de toda
esta informacion es sobre las especies que habitan América del Norte, Europa y Oceania,
en contraste con las regiones tropicales como América Latina y Africa, donde los estudios
demuestran que concentran la mayor diversidad de especies, pero solo una pequeia
fraccion de la biodiversidad es conocida y ha sido estudiada (Chapin et al., 1995; Ceballos
et al., 2015). Por ejemplo, en el caso de la ictiofauna de Brasil, uno de los grupos mas
estudiados, el BOLD cuenta con 145.293 registros, representando 8.977 especies de peces
en todo el mundo, de las cuales, tan solo 1.170 especies estan reportadas como ocurrentes
en Brasil (donde son conocidas cerca de 6 mil especies de peces y estimadas mas de 8
mil).

Centrandonos en los bancos de datos de secuencias del marcador 12S, utilizado en
los trabajos de eDNA-metabarcoding, se percibe que la disponibilidad de secuencias
referencias para la region Neotropical es aun mas escasa. A pesar, del aparente gran
numero de registros en el GenBank (339686 — acesso en 21/07/2024), la mayor parte de la
informacion esta concentrada en la vida marina. De estos registros, 53753 pertenecen a
peces, siendo 2663 registros a peces de agua dulce y 12 registros para peces de arroyos.
Para Brasil hay registradas 2069 secuencias, de las cuales cuatro son para peces de agua
dulce. Asi, queda evidente que faltan muchas informaciones en los bancos de datos
llevando en consideracion el gran numero de especies descritas, especialmente a lo que
se refiere para Brasil, evidenciando la enorme laguna existente en los bancos de datos
(Menezes et al., 2015).

Por eso, es necesario y urgente complementar las informaciones de bancos de
datos, con las obtenidas a partir de marcadores como el 12S o algun otro marcador utilizado
en los estudios. Pues otro desafio que esto demuestra, es que, al usarse diversos
marcadores moleculares para grupos especificos, no todos suelen ser eficientes para los
estudios, porque a pesar de que, las especies se encuentren registradas en los bancos de

datos, no necesariamente estan con el marcador que determinado estudio precisa.


https://www.boldsystems.org/
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1.1.5 Ictiofauna neotropical

En términos de biodiversidad, la region Neotropical constituye uno de los principales
hotspots de biodiversidad del planeta (Albert y Reis, 2011). Considerando la diversidad
acuatica, los ecosistemas continentales de agua dulce se encuentran entre los mas
diversos de la region, incluyendo gran concentracion de vertebrados e invertebrados
acuaticos (Balian et al., 2008; Lévéque et al., 2008; Albert y Reis, 2011). Diversidad que ha
venido estableciendo y organizandose a lo largo de 100 millones de afos (Albert y Reis,
2011) y esta relacionada a un largo proceso de irradiaciones de linajes como extinciones
de grupos (Ribeiro et al., 2011).

Un tercio de los vertebrados de agua dulce del mundo es encontrado en la region
Neotropical, dentro del cual, 69% es compuesto por especies de peces (Balian et al., 2008),
haciendo que la icitiofauna de agua dulce sea la mas diversas del planeta, estimada entre
8000 y 9000 especies (Lévéque et al., 2008; Reis et al., 2016). Esta rica biodiversidad
involucrd la interaccidon de multiples factores, incluyendo cambios geomorfologicos vy
climaticos, elevaciones de montanas, formacion de divisiones entre los sistemas de
drenajes, mudanzas en los cursos de los rios y conexiones histéricas (Lundberg et al.,
1998), los cuales posibilitaron varios eventos de diversificacion (LUNDBERG et al., 1998;
Hubert y Renno, 2006) y haciendo que la biodiversidad que habita en los ambientes de
agua dulce, presenten una gran variedad de adaptaciones biologicas a diversos habitats y
asumiendo de forma eficaz el papel de bioindicadores de calidad ambiental, a pesar de que
todavia faltan muchas informaciones en los bancos de datos biolégicos (Purdon, 1993;
Lenat, 1993; Menezes et al., 2015).

1.1.6 Ictiofauna de arroyos y Cuenca del Parana 3

El sistema Parana-Paraguay, o cuenca del rio de la Plata, es la segunda mayor
cuenca hidrografica de América del Sur (Cox, 1989; Ribeiro, 2006), engoblando las cuencas
de los rios Parana, Paraguay y Uruguay (Bonetto, 1998).

La seccion alta del rio Parana, es llamada de cuenca del Alto rio Parana, actualmente
corresponde a todos los drenajes del rio Parana y el inicio de la planta de energia
Hidroeléctrica de Itaipu (Castro et al., 2003). Muchos estudios han buscado comprender la
diversidad de peces del Alto rio Parana. Langeani et al. (2007), por ejemplo, relataron la

ocurrencia de 310 especies en esta cuenca, incluyendo 11 6rdenes y 38 familias; sin
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embargo, especies nuevas son registradas afo a aio y esa estimativa ya debe ser mayor.
Ota et al. (2018), en un estudio mas reciente, revisaron y actualizaron la lista de especies,
publicada por Graga e Pavanelli (2007), de la inundacion del rio Parana y sus areas
adyacentes, relatando 211 especies (distribuidas en 41 familias y 10 6rdenes), dentro de
las cuales, muchas eran nuevas para la ciencia.

Es sabido que, de las especies de peces conocidas, al menos el 40% habitan
exclsuivamente los sistemas de agua dulce (Berra, 2001) y de este total, la mitad de las
especies son peces pequenos que viven en ecosistemas de arroyos (Berra, 2001). La
ictiofauna de arroyos y regiones de cabecera esta compuesta, principalmente, por especies
de pequefio porte que en general no pasan los 200 mm de largo (Vazzoler, 1999), lo que
segun Shibatta y Cheida (2003), puede deverse a la inestabilidad de las condiciones
ambientales. Los peces de arroyo también tienden a presentar distribuciones geograficas
restrictas, presentan poco o ningun valor comercial y son muy dependientes de la
vegetacion riparia para su alimentacion, abrigo y reproducciéon (Lowe-Mcconnell et al.,
1999).

Como una subcuenca del Alto Rio Parana, La cuenca hidrografica conocida como
Parana 3 (BP3), en el oeste del estado de Parana, Brasil, fue instituida por el Decreto
Estadual n° 2.924, del 5 de mayo de 2004 (Instituto Das Aguas Do Parana, 2017) con el
objetivo de priorizar el planeamiento minucioso y aproximar el debate y uso del agua con
las organizaciones del estado, para asegurar la calidad de los recursos hidricos y calidad
de vida de las generaciones futuras. Esta Cuenca engloba los drenajes de rios y arroyos
que desembocan directamente en el rio Parana, localizados entre los rios Piquiri e Iguazu
y se caracteriza por suelos fértiles y una geologia diversa que incluye rocas sedimentarias,
igneas y metamorficas (Fabris et al. 2011), ademas se destaca como un corredor de
biodiversidad que ha venido sufriendo grandes cambios en su paisaje natural, ocasionadas
principalmente por el avance de las actividades agricola, el uso inadecuado e irracional de
los recursos hidricos y el bajo indice de tratamiento de residuos sanitarios (Pereira y
Scroccaro, 2015).

Los arroyos de la BP3 proporcionan diversidad de habitats acuaticos, como rapidos,
remansos y vegetacion riberefia que ofrecen nichos especificos para diferentes especies,
muchas de las cuales son endémicas (Castro et al., 2003). Entre las familias mas
representativas se encuentran: las mojarras (Characidae), los bagres (Pimelodidae y
Hepatapteridae), peces gato de armadura (Loricariidae) y varias especies de ciclidos

(Agostinho et al., 2005; Lima et al., 2003). Por otra parte, a pesar de albergar una amplia
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gama de especies, este tipo de ecosistemas son los menos estudiados, algunos datos
disponibles son los de Araujo et al. (2011) que encontraron 20 especies al inventariar los
peces de los arroyos de la cuenca del rio Ivai, Batista-Silva et al. (2018) mencionan 43
especies en arroyos de la cuenca inferior del rio Iguatemi. Langeani et al. (2007) reportaron
317 especies y otras 50 especies no descritas en toda la cuenca del Alto Parana; los datos
mas recientes sobre la BP3 son los reportados por Pereira et al. (2021), donde usando la
combinacion de las técnicas tradicionales junto a las herramientas moleculares,
identificaron 48 especies para la regidén, obteniendo un 11,7% del total de especies
reportadas en un area que representa solo alrededor del 0,9% de la cuenca del Alto Parana.
Este valor muestra la riqueza e importancia de la BP3 para la biodiversidad, que representa
uno de los ecosistemas de agua dulce mas amenazados del mundo (Dudgeon et al. 2006;
Meyer et al. 2007; Vorosmarty et al. 2010; Vilar et al. 2014; Zorzal-Almeida et al. 2017).

En lo que se refiere al estado de conservacion de estas especies, tanto en la region
Neotropical como en otras regiones del planeta, peces y organismos que habitan aguas
continentales han presentado constantes pérdidas de diversidad (Agostinho et al., 2005;
Dudgeon et al., 2006). Estos detrimentos son el resultado principalmente de los impactos
causados por diferentes formas de interferencia antrépicas, donde se destaca la explotacion
excesiva, contaminacion ambiental, degradacion de habitats, alteraciones en el flujo de los
rios (principalmente por represas) e introduccién de especies exdticas (Allan y Flecker,
1993; Agostinho et al., 2005; Dudgeon et al., 2006; Carpenter et al., 2011).

1.2 Justificativa

La biodiversidad en ambientes de agua dulce, especialmente en sistemas de
arroyos, muestra una gran variedad de adaptaciones biolégicas y actua como
bioindicadores de la calidad ambiental (Purdon, 1993; Lenat, 1993; Menezes et al., 2015).
Por ello, identificar correctamente estas especies locales es crucial para comprender la
dinamica del ecosistema y su impacto en la salud humana, dada su proximidad y relevancia
para la sustentabilidad (Moritza, 1994). Sin embargo, solo una pequefa fraccion de esta
biodiversidad es conocida y estudiada, lo que es preocupante en un periodo de intensa
explotacion y degradacién de los recursos naturales, llevando a la pérdida de muchas
especies antes de registrarlas (Chapin et al., 1995; Ceballos et al., 2015).

El monitoreo tradicional de peces presenta problemas como identificacion

morfoldgica errénea, bajas probabilidades de deteccidn y desafios logisticos (Yamamoto et
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al., 2016; Evans y Lamberti, 2018; Murakami et al., 2019). En este contexto, el eDNA
metabarcoding se presenta como un método de muestreo confiable para identificar las
especies de peces a través del uso del marcador molecular 12S que ha mostrado su
ideneidad para esta tarea. Aunque se han descrito algunos problemas del eDNA como no
contar con parametros totalmente definidos sobre el volumen correcto de agua para
muestrear y el almacenamiento de las muestras (Bessey et al., 2020 ), su mayor desafio es
contar con una base de datos de secuencias estandarizadas, ya que la mayoria de los
trabajos realizados usando el marcador 12S se concentran en las regiones de América del
Norte, Europa (Espana, Francia y Reino Unido) y Asi (Japén y China) con numerosos
estudios sobre especies marinas y de agua dulce. Por lo tanto, existe una cobertura
incompleta sobre la informacion de las especies y a eso se le suma que algunas de las
secuencias no son de alta calidad, conteniendo errores de secuenciacion o anotaciones
incorrectas y que estas bases de datos no son actualizadas regularmente, lo que puede
llevar a falta de datos recientes y a la inclusion de especies nuevas descritas.

De esta manera, se hace necesario la creacion de protocolos operacionales
estandares que permitan realizar las gestiones de monitoreo ambiental de forma no invasiva
y al mismo, se requiere un esfuerzo para mejorar la cobertura y calidad de las bases de

datos de referencia, especialmente en las regiones de ecosistemas de arroyos.

1.3 Objetivos
1.3.1 General

e Desarrollar un paquete tecnologico de monitoreo ambiental basado en eDNA.

1.3.2 Especificos

e validaciéon de un protocolo de eDNA para monitorear la ictiofauna a través de
muestras de agua en ambientes de arroyos;

e crear y complementar un banco de datos de secuencias de ADN 12S de peces de la
BP3 para el desarrollo y aplicacion eficiente del paquete tecnologico; e

e aplicar y validar el paquete desarrollado en arroyos de la BP3.

Con la finalidad de alcanzar los objetivos planteados este trabajo fue dividido en dos

partes, detalladas en forma de dos capitulos, donde el capitulo uno enfoca el primero
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objetivo especifico y el capitulo dos los otros dos objetivos. En ellos se hace el detalle

minucioso sobre las estrategias implementadas para su desarrollo.
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2 CAPITULO I: DESARROLLO DE UN PROTOCOLO BASADO EN eDNA PARA EL
MONITOREO DE LA ICTIOFAUNA DE LOS ARROYOS NEOTROPICALES

2.1 Introduccion

Desde que se aprobd la primera aplicacion del método del eDNA para monitorear
organismos (Minamoto et al., 2021) esta metodologia se ha convertido en una herramienta
indispensable para dar seguimiento principalmente a los macrorganismos; recopilando
informacion relacionada con la conservacion, identificacion del habitat, identificacién de
especies raras y no nativas y el seguimiento de la situacién actual (Minamoto et al., 2021).

Algunas de las ventajas de analizar el eDNA es que no es invasivo para el
ecosistema y se requiere menor esfuerzo para su muestreo (Macher et al., 2018) pues no
necesita de colecta activa, instalacion de trampas ni exploracién de un area extensa, pues
apenas es necesaria una muestra de buena calidad de agua, suelo, heces, etc, en la cual
existan millones de fragmentos de ADN de las especies ahi presentes, las cuales dejan ese
material en el ambiente (Ficetola et al., 2008; Barnes & Turner, 2016; Valdez-Moreno et al.
2019; Ruppert et al. 2019) y por lo tanto, es posible identificar un gran numero de taxones
simultaneamente dentro de la misma muestra, incluyendo especies raras, conociendo asi
la composicidén de toda la comunidad del area muestreada (Valdez-Moreno et al. 2019;
Ruppert et al. 2019).

En la muestra eDNA de un arroyo, por ejemplo, estan presentes fragmentos de ADN
de peces, algas, macroinvertebrados, bacterias, hongos, anfibios y cualquier otro ser vivo
que haya pasado por alli, incluso el ADN de las especies presentes en el area de
desembocadura de la cuenca que son cargados. Ademas de eso, el numero de secuencias
asociadas a cada taxon permite ademas cuantificar su abundancia relativa en el ambiente
(mayor numero de individuos, mayor numero de fragmentos de ADN), permitiendo trabajar
con diferentes niveles de diversidad en comunidades naturales (Valdez-Moreno et al. 2019;
Ruppert et al. 2019). De esta forma, con una unica muestra de eDNA, obtenida de forma
no invasiva y con menor esfuerzo muestral, es posible aplicar la técnica de metabarcoding
(Cristescu, 2014; Taberlet et al., 2018).

Generalmente, la densidad del eDNA es baja en muestras ambientales y, por lo tanto,
para obtener una muestra de calidad se requiere un método de captura para concentrar el
eDNA para analisis posteriores. Para los estudios a partir de muestras de agua, el

tratamiento mas comun es colectar y almacenar el agua en frascos refrigerados y la
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filtracion se realiza en el laboratorio, pero esto conlleva a buscar estrategias para el correcto
almacenamiento y transporte de la muestra para evitar posible degradacion del ADN,
pérdida de la muestra por mal cierre de los frascos, entre otros; de esta manera, realizar la
filtracién in situ seria mas beneficiosa.

A pesar de que muchos estudios han mostrado la efectividad del uso del eDNA para
caracterizar las comunidades biéticas en regiones con influencia de multiples actividades
humanas como actividades agricolas (p.e. Pawlowski et al. 2014, Chen et al. 2018, Treonis
et al. 2018), actividades de la industria de hidrocarburos (p.e. Lanzén et al. 2016, Daly et
al. 2016, Laroche et al. 2018) o polucion (p.e. Li et al. 2018, Valentini et al. 2019), no se ha
realizado una evaluacién integral y comparativa de su eficiencia en la region tropical, donde
la degradacion del eDNA puede ser mas acelerada, debido a las temperaturas que se
mantienen altas y constantes a lo largo del afo, ademas de las intensas lluvias que
promueven las escorrentia del material organico a los sistemas fluviales cercanos,
tornandolos mas acidos (Padakis, 1980). Estas particularidades dificultan las decisiones
informadas sobre la idoneidad del eDNA para estudiar diferentes sistemas acuaticos, como
los arroyos (Hilario et al., 2023).

Los ecosistemas de arroyos, son sistemas fluviales con cauce de hasta 30 metros,
aproximadamente, donde los gradientes del flujo de agua son influenciados por diversos
factores como: el grado de inclinacion de donde se encuentran, el tipo de vegetacion, el
clima, entre otros; tales factores acaban llevandolo a una variacién espacial y temporal de
habitats en varias escalas (Winemiller et al., 2008), y por ser considerados sistemas
abiertos, donde la energia y nutrientes “escapan” constantemente hacia la desembocadura,
son ambientes predominantemente heterotroficos, o sea, comunmente mucho mas carbono
estd presente y siendo consumido por la comunidad alli presente, en comparacion al
carbono que es producido dentro del sistema (Davies et al., 2008).

De esta manera, vemos como la metodologia del eDNA puede significar un gran
avance para el conocimiento de la biodiversidad en regiones donde aun falta mucho por
conocer, como en la megadiversa regién Neotropical, ademas de que la extincion de
especies avanza a un paso acelerado, principalmente por efecto antrépico. Sin embargo, la
técnica todavia plantea varios retos, en especial, en lo que respecta a la optimizacion de la
estrategia de muestreos, asi como en la fiabilidad y disponibilidad de marcadores
adecuados (Thomsen et al. 2012; Deiner et al. 2015; Miya et al. 2015), por lo que su

aplicacién requiere de una minuciosa puesta a punto (Caro et al., 2020).
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En este contexto, se hace necesario desarrollar protocolo basados en eDNA para
monitorear la ictiofauna de arroyos, ajustandolos a las necesidades de la zona neotropical,
enfocando en una metodologia optimizada y eficiente que resulte en menor costo
economico y de tiempo, y que pueda ser replicada por cualquier equipo que trabaje con
monitoreo ambiental. Para esto, fueron testados el método de filtracién in situ, donde fueron
probados diferentes filtros y volumen de filtracion, la eficiencia de dos marcadores
moleculares, y la cobertura de los bancos de datos de secuencias de ADN referencia que

estan disponibles.

2.2 Objetivos
2.2.1 Objetivo General

e desarrollar un protocolo basado en eDNA para monitorear la ictiofauna de arroyos

2.2.2 Objetivos Especificos

o testar el tiempo-costo-beneficio de la filtracidn in situ;

e establecer los volumenes vy filtros estandar de agua para realizar las filtraciones;

e determinar la eficiencia de los cebadores Mifish y Neofish del marcador molecular
12S rDNA en la recupercion de las secuencias y la identificacion de las especies; e

e evaluar la cobertura de las bases de datos de secuencias de ADN disponibles.

2.3 Metodologia
2.3.1 Area de estudio

El muestreo se llevd a cabo en el arroyo Jupira (Figura 4), un arroyo de 2 orden
perteneciente a la BP3. Este arroyo fue seleccionado por tener una vegetacion riparia
bastante amplia, ser de facil acceso y, ademas, al estar ubicado dentro de la ciudad de Foz
de Iguazu, posee influencias agricolas y urbanas, por lo que representa de manera general

las caracteristicas de toda la zona.
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Aviso: en rojo se muestra la zona del arroyo con influencia urbana y donde se llevé a cabo el estudio.
Fuente: Alves et al., 2009.

2.3.2 Colecta de las muestras de eDNA

Para cumplir con el objetivo de obtener un método de filtracion con mejor costo—
beneficio, tiempo y riesgo de contaminacion/degradacion por transporte y almacenamiento
de agua, fue testada la optimizacién del método de filtracién en campo. La filtracion del
agua ocurrio, usando bomba peristaltica portatil modelo Geopump Il de la marca Geotech
acoplada a un embudo de filtraciébn con capacidad de 100 mL, con microfiltros de
nitrocelulosa con 47 mm de didmetro de la marca Whatman. Para el funcionamiento del
sistema, fueron utilizadas mangueras de silicona atoxicas de 5.0 x 10 mm. Se probaron
cuatro diferentes protocolos (cuatro tratamientos) de filtracion combinando volumen vy
porosidad del filtro: a) volumen de 600 mL pasandolo por un filtro de 0,45 um; b) 600 mL

divididos en dos volimenes de 300 ml; 300 ml fueron filtrados a través de un filtro de 0.45
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MMy los otros 300 ml usando otro filtro de 0.45 um; los dos filtros constituyendo la muestra;
c) 1200 mL filtrados a través de un filtro de 0,7 ym y seguido de una segunda filtracién
usando el filtro de 0,45 um (la extraccion del eDNA fue hecha solo a partir del filtro de 0,45
pum); y d) 1200 mL filtrados a través de un filtro de 0,7 um y seguido de una segunda filtracién
usando el filtro de 0,45 pm (los dos filtros consitutyendo la muestra para la extraccion del
eDNA). Estos volumenes de filtracion fueron establecidos a partir de experimentos previos,
donde se evidencidé que el volumen maximo de filtracion, antes del taponamiento del filtro,
era de 600 mL con el filtro de 0,45 um y de 1200 mL con el filtro de 0,7 um. Cada protocolo
fue hecho en duplicado. Fue aplicada la prueba de ANOVA de dos factores (volumen filtrado
y tamano de poro del filtro) para verificar si existe diferencia entre los protocolos.

Los embudos de filtracion venian estériles y sellados en empaques individuales, ya
con el filtro de 0,45 um; los filtros de 0,7 um fueron esterelizados por exposicion de 20
minutos em luz U.V. utilizando flujo laminar, siendo imediatamente sellados,
individualmente, en bolsas plasticas previamente esterilizados. Los embudos utilizados
para los filtros de 0,7 uym, las mangueras y los frascos ambares para almacenamiento de
los filtros fueron autoclavados y sellados en embalajes herméticos, previamente
identificados, para ida al campo.

Los embudos vy filtros fueron abiertos solo en el momento de su uso, siendo
acoplados en el sistema de filtracion e inmediatamente sumergidos en el arroyo, a una
profundidad de 10 — 20 cm de la superficie, sin tocar el fondo, contra la corriente,
posicionados en regiones con mayor flujo de agua, evitando regiones de gran turbulencia,
alejados, por lo menos, 1 metro de la orilla (Figura 5). La persona responsable por el
muestreo se posiciono atras del sistema de filtracion, evitando revolver el area muestreada.
Para medir el volumen filtrado fueron utilizadas probetas esterilizadas, graduadas para
recibir el agua filtrada (Figura 5). En los protocolos c y d, el agua filtrada era almacenada
en frascos graduados y esterilizados, siguiendo la segunda etapa de filtracion
inmediatamente después de terminar la primera, haciéndose esto aun en campo. Al final
del proceso de filtracién, usando pinzas autoclavadas, los filtros fueron retirados de los
embudo de filtracion teniendo cuidado de no tocar el centro del filtro para evitar
contaminacion. Los filtros fueron almacenados en frascos ambares estériles y previamente
identificados (Figura 5). Los frascos fueron acondicionados individualmente en bolsas tipo
zZip loc, conteniendo ~ 20g de silica y refrigerados en caja térmica con hielo para transporte

hasta el laboratorio, en el cual fueron transferidos para freezer -20 °C.



44

Entre las réplicas y protocolos, las mangueras fueron esterilizadas con hipoclorito de
sodio 5%. El procedimiento consistid6 en pasar el hipoclorito por 5 min por el sistema,
seguido de otros 5 min de lavado con agua del propio punto de muestreo.

Figura 5. Paso a paso para la toma de muestras del eDNA

Aviso: a. Filtracion de agua; b. Re-filtracion del agua; c. Almacenamiento del filiro en bolsa zip loc. Los
protocolos a y b, siguen la secuencia a y c. Los protocolos ¢ y d, siguen la secuencia a, b y c.
Fuente: de los autores, 2024.

2.3.3 Extraccion del eDNA, Seleccion del cebador, Secuenciamiento y Procesamiento

inicial de los datos

La seleccion del cebador fue hecha a partir de una amplia revision de la literatura
llevando en cuenta la universalidad para el grupo, su aplicacion en estudios de la region
neotropical y el tamafio de la base de dados de secuencias referencias disponibles. De esta

manera fueron elegidos los primers Mifish y Neofish (Tabla 1).

Tabla 1. Cebadores seleccionados para el metabarcdoing

Region Cebador Secuencia Pb Autor
Mifish.U.f  TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG
GTCGGTAAAACTCGTGCCAGC 71 Miyaetal
Mifish.Uu.R  CTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA 2015
128 GCATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG
ONA  eoFish.U.F  TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG
CGCCGTCGCAAGCTTACCCT 1g3  Mian etal
NeoFish 3R CTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA 2020
= GAGTGACGGGCGGTGTGTGC

Fuente: de los autores, 2024.

Las etapas de extraccion, amplificacién, secuenciamiento y tratamiento inicial de los

datos brutos fue realizada por la empresa BPI Biotecnologia (Botucatu, SP, Brasil). Para
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eso, los frascos ambares conteniendo los filtros con las muestras de eDNA fueron enviados
a la empresa bajo refrigeracion (~10 °C). EI ADN gendmico fue extraido utilizando el kit ZR
Fungal/Bacterial DNA MiniPrepTM (Zymo Research coéd. D6005) de acuerdo con el
protocolo sugerido por el fabricante. Fueron utilizadas partes iguales de cada filtro,
formando una muestra compuesta, siguiendo el volumen maximo recomendado por el
protocolo. El eDNA estraido fue cuantificado por fluorescencia utilizando el equipo Qubit®
3.0 Fluorometer y el kit QubitTM dsDNA BR Assay (Thermo Fisher Scientific). Para la etapa
de amplificacion, las PCR fueron hechas con un volumen final de 20 pL, conteniendo 10 L
de Gotag® Colorless Master Mix 2x (Promega, USL), 1,0 uL del cebador Forward a 10 yM,
1,0 uL del cebador Reverse a 10uM, 2 uL de ADN gendmico y 6 yL de agua ultrapura para
completar el volumen. Para el cebador Mifish, el programa de amplificacidon consistié en:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
por 30 seg., apareamiento a 50°C por 30 seg, y extension a 72°C por 30 seg.; la extension
final fue a 72°C por 5 min. Para el cebador NeoFish, el programa consistio en:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
por 30 seg., apareamiento a 60°C por 30 seg, y extension a 72°C por 1 min.; la extensiéon
final fue a 72°C por 7 min. Los productos de la amplficacion fueron visualizados a través de
electroforesis en gel de agarosa 2% coloreada con Gel Red 0,03% (v/v) y cuantificados por
fluorescencia utilizando el equipo Qubit® 3.0 Fluorometer y el kit QubitTM dsDNA BR Assay
(Thermo Fisher Scientific).

Después de esta etapa se inicio la construccion de la biblioteca NGS/metabarcoding.
Fue realizada la reaccion de indexacion en la cual fueron insertados los indexadores en los
adaptadores comunes, siguiendo el protocolo del kit Nextera XT lindex (lllumina). La
biblioteca fue amplificada de acuerdo con el siguiente programa: incubacién a 72°C por 3
minutos, desnaturalizacion inicial a 95°C por 30 segundos, seguidos de 12 ciclos de 95°C
por 10 segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos y extension final a 72°C
por 5 minutos. Las reacciones de amplificacion fueron conducidas en termociclador Veriti™
Thermal Cycler (Applied Biosystems). Las bibliotecas generadas fueron sometidas a etapas
de purificacién utilizando bead magnética Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter).
Seguidamente, se realizd la cuantificacion por la metodologia de PCR en Tempo Real
utilizando el Kit KAPA-KK4824 (Library Quantification Kit - lllumina/Universal), todos de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Se gener6 un Pool equimolar de DNA, a través de
la normalizacién de todas las muestras a 4nM, para realizar el secuenciamiento, el cual fue

conducido usando el sistema lllumina MiSeq de secuenciamiento de nueva generacion
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(lumina® Sequencing) y 3 unidades del kit MiSeq v2 Reagent 500 ciclos (lectura de 2 x
250pb) con 20% de PhiX Sequencing Control V3 (lllumina).

Las secuencias fastq R1 y R2 fueron montadas en una unica fila por el programa
FLASH V.1.2.11 y transformadas en secuencias FASTA por el paquete segkt V.2.2.0. Fueron
mantenidas solamente las secuencias con el tamafo minimo de 150 pb. Las secuencias
con similaridad = 99% fueron agrupadas en OTUs (unidad taxonomica operacional). Cada
OTU paso por una primera etapa de filtraciéon, por comparacion con el banco de datos
GenBank, utilizando el programa blast V.2.13.0, siendo retenidas solamente las OTUs que

presentaron 90% de similaridad minima con el grupo objetivo.

2.3.4 Analisis de datos

Para la atribucion de cada OTU a los diferentes niveles taxondmicos, se establecio
el critério de similaridad de: 299%, especie; 297%, género; =296%, familia; 294%, clase;
290%, orden. Finalmente, fueron analizadas las abundancias relativas de los taxones
identificados a nivel de Especie para revisar su correspondéncia com las abundancias

obtenidas en trabajos realizados en la region y ambientes semejantes.

2.4 Resultados

Para todas las muestras obtenidas con los diferentes protocolos de filtracién fue
posible extraer ADN (min: 1.6 ng/uL; max: 9.27 ng/uL). Para la creacién de la lista de OTUs,
fueron obtenidas, en media, 24000 reads (min: 20704; max: 41112). Usando el criterio del
numero de reads recuperadas, se determino cual método de filtracion fue mas eficiente.
Los protocolos Ay D, mostraron tener el mejor rendimiento, sin embargo, no encontramos
diferencias estadisticas entre ellos (p = 0.614456) (Grafico 1), por otro lado, al considerar
el numero de OTUs, se encontrd que existen diferencias significativas entre los cebadores
(Grafico 2).

Para la seleccion del cebador ideal, solo se tuvieron en cuenta los resultados del
protocolo D, definido en la etapa anterior como el protocolo mas eficiente; de esta manera,
teniendo como principal criterio el numero de OTUs que correspondié al grupo objetivo, el
cebador Neofish mostré6 mayor eficiencia (Grafico 3 y Tabla 2) identificando un mayor
numero de taxones a nivel de especie, demostrando la resolucion de este marcador en la

identificacion de especies en la region Neotropical.
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Centrando la atenciéon en la recuperacion del nivel taxondémico de especie,
observamos que los reads también sirven como una forma de cuantificar el material
genético extraido, permitiendo determinar la abundancia de las especies detectadas. En el
grafico 4, se muestran las 5 especies mas abundantes detectadas con el cebador Neofish

a partir del protocolo de filtracion D.

Tabla 2. Resultados obtenidos por el protocolo D por cada cebador usado

Media OTUs 90% OTUs Ta).(or_les Nivel taxonémico alcanzado
Cebador reads similaridad objetivo objetivo i A i
/| identificados Orden Familia Género Especie
Mifish 25480 47 10 6 3 3
NeoFish 41112 24 21 12 1 1 2 8

Aviso: se muestran el numero de taxones identificados y el nivel taxonémico alcanzado.
Fuente: de los autores, 2024.

Grafico 1. Promedio de reads recuperadas por cada protocolo de filtracién, usando los cebadores Mifish y
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Grafico 2. OTUs totales recuperadas por cada protocolo de filtraciéon, usando los cebadores Mifish y
NeoFish
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Grafico 3. OTUs objetivo recuperadas por cada cebador
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Grafico 4. Porcentaje de abundancia relativa de las principales especies recuperadas por el marcador
Neofish usando el protocolo de filtracion D

Especies

80,00% 85,00% 90,00% 95,00% 100,00% 105,00%
Porcentaje de abundancia

® Psalidodon fasciatus ® Hypostomus ancistroides
u Pimelodella gracilis Phalloceros harpagos
®m Rhamdia quelen m Otras sp

Fuente: de los autores, 2024.

2.5 Discusion

Las pruebas y analisis realizados permitieron presentar un protocolo eficiente de
eDNA para el analisis y monitoreo de comunidades de peces en ambientes de arroyos.
Durante el desarrollo de nuestro trabajo, fueron abordados los problemas descritos por Day
et al. (2019) y Bessey et al. (2020), respecto a la estandarizacion del volumen adecuado de
agua para recolectar las muestras y el almacenamiento de las mismas. Demostramos que
la filtracidén in situ del agua, disminuye los riesgos de contaminacién de las muestras y
elimina los problemas de traslado, promoviendo un protocolo mas rapido y barato, el cual
puede ser aplicado por cualquier persona minimamente entrenada para coletar muestras
de agua, eliminando la necesidad de especialistas y grandes logisticas de transporte.
Ademas, establecimos que, 1,2 L de agua filtrada con membranas de 0.70 y 0.45 yM son
las combinaciones ideales que permiten recuperar las comunidades de ictiofauna.

El marcador Mifish, fue quien consiguié recuperar el mayor numero de OTUs, si
embargo, la mayoria de ellas blastaron con otros grupos taxonémicos que no eran el foco
del estudio, o no alcanzaron la resolucidon necesaria para diferenciar las especies de peces,

mostrando similaridad con mas de un taxén, aspecto en el cual el marcador NeoFish, tuvo
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una mayor eficiencia, logrando identificar a nivel de especie 8 taxones, dentro de los cuales
las especies Psalidodon fasciatus e Hipostomus ancistroides se muestran como las mas
abundantes, seguidas por los bagres Pimelodella gracilis y Rhamdia quelen, estos datos
son correspondientes a los registros de los estudios previamente realizados mediante los
meétodos tradicionales (Agostinho et al., 2005; Claro-Garcia et al., 2018; Jarduli et al., 2020)
y los métodos moleculares (Pereira et al., 2011; Pereira et al., 2021), mostrando su alto
poder de resolucion.

Ademas, vale resaltar que parte de las OTUs obtenidas por NeoFish, blastaron
apenas con niveles taxonémicos mas altos, como género, familia y mismo orden (Tabla 2),
evidenciando la falta de secuencias de referencia en las bases de datos, uno de los mayores
desafios para la aplicaciéon efectiva de la metodologia de eDNA-metabarcoding. Con todo,
a pesar de no conseguir identificartodos los individuos al nivel especifico, la metodologia
permite identificar los linajes presentes en las muestras, que por su parte representan

diferentes taxones.

2.6 Conclusiones

El protocolo propuesto ha demostrado ser una metodologia eficiente, econémica y
estandarizada para la recoleccion de datos sobre la distribucidén de las especies mediante
el analisis de ADN ambiental, permitindo el analisis de las asambleas de peces, a partir de
una unica muestra, lo que posibilita realizar no solo estudios de riqueza, si no también
evaluar la abundancia y obtener los valores de diversidad alfa, beta y gama, mostrandose
como una alternativa atractiva e idonea que ofrece un acercamiento para tener informacion
detallada sobre el estado, distribucion y requisitos de habitat de las especies, contribuyendo

asi a una gestion mas efectiva y precisa de los ecosistemas acuaticos.
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3. CAPITULO II: CREACION DE UN BANCO DE DATOS DE SECUENCIAS DE ADN 12S
PARA VALIDACION DE UN PROTOCOLO DE MONITOREO AMBIENTAL DE PECES
BASADO EN eDNA METABARCODING

3.1 Introduccion

Los bancos de datos moleculares han transformado profundamente la biologia
molecular al proporcionar plataformas centralizadas para el almacenamiento, acceso y
intercambio de informacion genética. Estas bases de datos son fundamentales para la
identificacion taxondmica, el analisis filogenético y la conservacion de la biodiversidad. En
el contexto del monitoreo ambiental, los bancos de datos moleculares facilitan la aplicacion
de técnicas avanzadas como el DNA barcoding y eDNA-metabarcoding, que se han
consolidado como herramientas indispensables para la identificacion de especies y el
estudio de la biodiversidad.

Los meétodos tradicionales de bioevaluacion estan bien establecidos a nivel
internacional y se utilizan ampliamente para el biomonitoreo, como lo demuestran las
Directivas de la UE sobre la Directiva Marco del Agua (DMA) y la Estrategia Marina (MSFD)
(DIRECTIVA 2008/56/CE). Sin embargo, el DNA barcoding puede mejorar estos métodos
tradicionales por varias razones: (i) proporciona una resolucién taxonémica mas alta y
facilita la identificacion de taxones dificiles de clasificar o para los cuales no existen expertos
disponibles; (ii) permite una evaluacion mas precisa de los factores ambientales especificos
de ciertos taxones; (iii) mejora la comparabilidad de los datos entre diferentes regiones; (iv)
permite la identificacién de etapas tempranas de vida y especimenes fragmentados; (v)
facilita la deteccion de especies cripticas y raras; (vi) posibilita el desarrollo de nuevos
indices ecoldgicos, como los que incluyen especies raras o cripticas que pueden ser
indicadoras de factores estresantes; (vii) incrementa la cantidad de muestras procesables
y reduce el tiempo de procesamiento, lo que lleva a una mejor comprension de la ecologia
de las especies; (viii) ofrece una metodologia no invasiva cuando se emplean técnicas de
eDNA.

Reciente se ha implementado la metodologia de metabarcoding, la cual permite
analizar, de una sola vez, la totalidade de secuencias presentes en una muestra ambiental
(agua, tierra, aire, feces, etc), inlcuyendo diversos grupos taxondmicos. Conocida como
eDNA-metabarcoding, esta técnica es particularmente atractiva porque no hay captura ni

manejo de especies, por o que no hay riesgo de perturbar los ecosistemas y, al poder
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identificar los diversos grupos taxénomicos en una unica muestra, solo es necesario mudar
el tipo de cebador utilizado, promoviendo la reduccion del esfuerzo y costo del
procesamiento de muestras en comparacion con los muestreos tradicionales que son
enfocados en un solo grupo o en algunos de ellos.

Por utilizar muestras ambientales, el material genético recuperado se encuentra mas
degradado, por lo que las secuencias obtenidas son mas cortas (~150-200 pb) asi, el
marcador mas decisivo que se ha descrito para el grupo de peces es el 12S, que presento
buena resolucion en la identificacion a nivel de especie, a partir de secuencias mas cortas,
cuando comparado con el marcador COI utilizado en el DNA barcoding (Miya et al., 2015;
Hilario et al., 2023).

El marcador 12S rDNA forma parte del gen ribosémico mitocondrial y presenta
multiples ventajas para la identificacion de ictiofauna. EI gen 12S rDNA es altamente
conservado en diversas especies, pero muestra suficiente variabilidad para permitir una
diferenciacion precisa entre ellas, inlcuso a partir de secuencias mas cortas como 150 pb
(Ward et al., 2005; Zhang et al., 2016).

El monitoreo de la ictiofauna en arroyos mediante eDNA metabarcoding es crucial
para detectar cambios en la estructura de las comunidades de peces, que pueden reflejar
alteraciones ambientales tales como contaminacién, cambios en el uso del suelo o efectos
del cambio climatico. Esta capacidad para identificar cambios sutiles y realizar un
seguimiento detallado a lo largo del tiempo es fundamental para la gestidon y conservacion
de los ecosistemas acuaticos (Taberlet et al., 2012).

Hacer uso del marcador 12S en el eDNA metabarcoding para el monitoreo ambiental
de arroyos es de particular relevancia debido a su capacidad para proporcionar una
identificacion precisa y eficiente de las especies de peces en estos habitats acuaticos. Los
arroyos son ecosistemas delicados y, a menudo, dificiles de muestrear con métodos
tradicionales, lo que genera déficits de informacion sobre la rica diversidad ictiofaunistica
que albergan (Texeira et al., 2023). La aplicacion de la metodologia de eDNA-
matabarcoding utilizando el marcador 12S permite la deteccion de ictiofauna a partir de
muestras ambientales como agua y sedimentos, ofreciendo una vision detallada de la
biodiversidad y los cambios en las comunidades de peces (Leray et al., 2015). Para
maximizar el impacto de estos analisis, es esencial desarrollar y mantener bancos de datos
moleculares regionales que se integren en plataformas internacionales, permitiendo el
acceso y la comparticion de la informacion genética dentro de la comunidad cientifica. La

aplicacion de estas herramientas moleculares no solo mejora la identificacion y el
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seguimiento de especies, sino que también contribuye significativamente a la gestion
sostenible y a la conservacion de los ecosistemas de arroyos.

Sin embargo, el gran desafio que estas técnicas enfrentan es contar con bancos de
datos de referencia actualizados y completos. La colaboracién internacional para la base
de datos de secuencias de nucledtidos (INSDC, en sus siglas en inglés), integrados por los
bancos Banco ENA - EMBL (Europa), GenBank (EE.UU.) y DDBJ (Japén), cuenta con los
datos moleculares mas relevantes en biologia, conteniendo cerca de 55 millones de
secuencias, o cien mil millones de componentes moleculares del ADN que codifican la
informacion genética. Sin embargo, la mayor parte de toda esta informacion, referente a la
identificacion de espécies, independente del marcador utilizado, es sobre las especies que
habitan América del Norte, Europa y Oceania, en contraste con las regiones tropicales como
América Latina y Africa, donde los estudios demuestran que concentran la mayor diversidad
de especies, pero solo una pequefia fraccion de la biodiversidad es conocida y ha sido
estudiada (Chapin et al., 1995; Ceballos et al., 2015). Especificamente, al revisar las
informaciones en los bancos de datos de secuencias del marcador 12S, utilizado en los
trabajos de eDNA metabarcoding, se percibe que la disponibilidad de secuencias
referencias para la region Neotropical es aun mas escasa. A pesar, del aparente gran
numero de registros en el GenBank (339686 — acesso en 21/07/2024), la mayor parte de la
informacion esta concentrada en la vida marina. De estos registros, 53753 pertenecen a
peces, siendo 2663 registros a peces de agua dulce y 12 registros para peces de arroyos.
Para Brasil hay registradas 2069 secuencias, de las cuales cuatro son para peces de agua
dulce. Asi, queda evidente que faltan muchas informaciones en los bancos de datos
llevando en consideracién el gran numero de especies descritas, especialmente a lo que
se refiere para Brasil, evidenciando la enormae laguna existente en los bancos de datos
(Menezes et al., 2015).

Por eso, es necesario y urgente inventariar y complementar las informaciones de
bancos de datos de las especies Neotropicales, con las obtenidas a partir del marcador 12S
para que puedan ser mas eficientes en los estudios de eDNA metabarcoding y de otras

metodologias moleculares basadas en este marcador, inclusive.
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3.2 Objetivos
3.2.1 General

e desarrollar un banco de datos de secuencias de ADN como parte de un paquete
tecnologico no invasivo para el biomonitoreo, basado en el eDNA metabarcoding, de

las especies de peces de la BP3.

3.2.2 Especificos

e desarrollar los cebadores especificos para las secuencias usadas como codigo de
barras;

e crear un banco de datos con las secuencias;

e depositar las secuencias en los bancos de referencias online;

e validar el protocolo de eDNA metabarcoding.

3.3 Metodologia
3.3.1 Creacion del banco de datos
3.3.1.1 Area de estudio

Se utilizaron tejidos de 75 especies de peces de la BP3 depositados en la coleccién
de tejidos de la coleccion de Ictiologia del Laboratorio de Biodiversidad en Ecologia
Molecular (LaBEM) de la Unila. Estos peces fueron obtenidos de 76 puntos de colecta
(Figura 6) de diferentes arroyos de segunda a cuarta orden de la BP3 que fueron
muestreados desde el 2013 al 2022. Para cada espécie fueron selecionados de 2 a 3

muestras de tejido/individuo, cuando posible, para extraer el material genético.



60

Figura 6. Localizacion de la BP3 y los sitios de colecta para la creacion del banco de datos
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Fuente: Pereira et al., 2021.

3.3.1.2 Eleccion del cebador

Inicialmente, para la construccién de la biblioteca 12S, fueron seleccionados, a partir
de la literatura, los cebadores disefiados para la region Neotropical, Neofish (Milan et al.,
2020): Neofish2/3F CGCCGTCGCAAGCTTACCCT y Neosifh 3R
GCACACACCGCCCGTCACT; y el cebador Teleofish (Valentini et al., 2016): TeleofishO2F
AAACTCGTGCCAGCCACC y TeleofishR CATGGTAAGTGTACCGGAAG. Los cebadores
fueron testados, primero siguiendo las reacciones descitas en los trabajos, en la
amplificacion de muestras de 20 espécies de la BP3, la cual resulto en una baja
amplificacion (~40%), incluso después de ajustes en la PCR. Asi, en una segunda etapa,
se buscaron en el GenBank, secuencias de referencia del mayor niumero posible de

especies que representaran los principales grupos taxondmicos presentes en BP3, ya sean
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género, familia u orden, siendo obtenidas 25 secuencias de la de region 12S de 25
especies. Asi, los cebadores iniciales fueron alineados, utilizando el algortimo Muscle
implementado en el software MEGA® v7.0 software (Tamura et al., 2011) a las secuencias
referencias para verificar la existencia de sitios variantes y asi, permitir el disefio de nuevos

cebadores, mas especificos para las espécies de la region.

3.3.1.3 Construccioén del banco de dados 12S local: extraccion de ADN y amplificacion de

las regiones 12S

El ADN fue extraido utilizando el Gen Elute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep
Kits marca Sigma®. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de la region 12S del
ADN ribosomal (rDNA) fue realizado en el termociclador para PCR (Veriti-ThermoFisher) en
un volumen final de 11.5 uL de solucién compuesta de 8,05 uL de agua ultrapura; 1,25 uL
de 10X buffer; 0,5 uL dNTP (10 mM); 0,5 uL de cada cebador (10 mM); 0,5 uL de MgCI2 (50
mM), 0,1 uL de Taq polimerasa (5U/uL) (Platinum Taq Brasil — ThermoFisher) y 1uL de ADN.
Con la finalidad de amplificar el fragmento de 600 pb de la region 12S rDNA, usamos el
cebador disefiado por LaBEM, 12S-Fish-LABEM 2F (5’- TTAYAC ATGCAAGTMTCCGC -
3’) y el cebador modificado TeleoR (ref) (5 — CTTCYGGTACACTTACCWTG - 3’). El
protocolo del termociclador consistié en las condiciones de: desnaturalizacién inicial a 94°
C (4 minutos), con 35 ciclos de desnaturalizacion a 94° C (30 segundos), anillamiento de
cebador a 50° C (30 segundos) y extension a 72° C (2 minutos) y extension Final a 72° C
(10 minutos). Los amplicones fueron visualizados en electroforesis de agarosa a 1% y
reveladas con UniSafe Dye (20.000x) (Uniscience). Para confirmar el tamafio del fragmento
esperado se utilizé6 un marcador molecular 1KB Ladder (Kasvi) integrado por fragmentos de
ADN digeridos, cuyos tamanos fueron conocidos.

Todas las muestras se secuenciaron bidireccionalmente. La reaccion de
secuenciacion del ADN se realizé utilizando un kit comercial Big Dye Terminator v.3.1
(Applied Biosystems) en una reaccién con un volumen final de 10,0 pl que consistio en: 1
ul de producto amplificado por PCR, 0,35 pl de iniciador (10 uM), 1 ul de solucién Pre-Mix
(Big Dye Terminator), 2 ul de buffer 5X y 5,65 uyl de agua ultrapura. La reaccion de
secuenciamiento fue realizada en el termociclador Veriti (ThermoFisher) con las siguientes
condiciones: desnaturalizacién inicial a 96° C (2 minutos), con 35 ciclos de
desnaturalizacion a 96° C (30 segundos), anillamiento de cebador a 50° C (15 segundos) y
extension a 60° C (4 minutos) y extension Final a 60° C (2 minutos). Las muestras fueron
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purificadas por precipitacion en EDTA/acetato de sodio/etanol. Las placas de
secuenciamiento fueron secadas at 96°C por 2 minutos. Las muestras precipitadas fueran
resuspendids con 10ul de Formamida Hi-Di (Applied Biosystems™) y desnaturalizados a
96°C por 2 minutos seguido de choque térmico y por fin, llevadas al secuenciador ABI 3500
disponible en UNILA.

Las secuencias consenso (contig) y alineamiento de la region 12S fueron obtenidas
usando el algoritmo Muscle de MEGA® v7.0 software (Tamura et al., 2011) Por fin, las
secuencias fnales obtenidas para cada especie fueron pasadas por el Blast en el GenBank
para verificar su correspondencia con el gen 12S. Las secuencias obtenidas se encuentran

en fase de sumision final y depdstio en el GenBank.

3.3.2 Validacion del protocolo de eDNA

Para la validacion del protocolo de eDNA-metabarcoding y banco de datos generado

fue hecho un analisis de 12 puntos de coleta en la BP3.

3.3.2.1 Area de estudio y colecta de especimenes

Se seleccionaron 12 puntos de la BP3 (Figura 7) de diferentes arroyos de segunda
a cuarta orden. Con la finalidad de validar si el protocolo de eDNA recuperaba la diversidad
de especies, fue hecha la coleta de los peces de cada punto por la metodologia tradicional.
Para esto, en cada punto de colecta fue demarcado un tramo de 30 metros de extension
rio arriba, a partir del punto inicial de barredura para captura de los peces. Los peces fueron
capturados por medio de pesca eléctrica con el uso del equipamiento Electrofisher modelo:
LR 24 BP, marca Smith Root y con auxilio de redes de pesca. La coleta de los peces ocurrié
inmediatmente depués de la coleta de eDNA. Los peces capturados se conservaron en
alcohol al 96% y fueron identificados utilizando las llaves de identificacion del trabajo de Ota
et al., 2018. Estos peces fueron registrados y depositados en la coleccion ictiolégica de la
UNILA.
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Figura 7. Localizacién de la BP3 y los 12 sitios de colecta
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Fuente: de los autores, 2024.

3.3.2.2 Colecta del eDNA

La filtracion del agua ocurrié, usando el protocolo establecido en el capitulo anterior
a través de bomba peristaltica portatil modelo Geopump Il da marca Geotech acoplada a
un embudo de filtracién con capacidad de 100 mL con microfiltros de nitrocelulose con 47
mm de diametro da marca Whatman. Para el funcionamiento del sistema, fueron utilizadas

mangueras de silicona atdxicas de 5.0 x 10 mm. Se filtraron 1200 mL de agua, realizando
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una primera filtracién del volumen total con un filtro de 0,7 um y en seguida una segunda
filtracion con el filtro de 0,45 um (los dos filtros correspondiendo a una unica muestra).

Los embudos de filtracion venian estériles y sellados en empaques individuales, ya
con el filtro de 0,45 um; los filtros de 0,7 um fueron esterelizados por exposicion de 20
minutos em luz U.V. utilizando flujo laminar, siendo imediatamente sellados,
individualmente, en bolsas plasticas previamente esterilizados. Los embudos utilizados
para los filtros de 0,7 um, las mangueras y los frascos ambares para almacenamiento de
los filtros fueron autoclavados y sellados en embalajes herméticos, previamente
identificados, para ida al campo.

Los embudos vy filtros fueron abiertos solo en el momento de su uso, siendo
acoplados en el sistema de filtracion e inmediatamente sumergidos en el arroyo, a una
profundidad de 10 — 20 cm de la superficie, sin tocar el fondo, contra la corriente,
posicionados en regiones con mayor flujo de agua, evitando regiones de gran turbulencia,
alejados, por lo menos, 1 metro de la orilla (Figura 7). La persona responsable por el
muestreo se posiciono atras del sistema de filtracion, evitando revolver el area muestreada.
Para medir el volumen filtrado fueron utilizadas probetas graduadas para recibir el agua
filtrada (Figura 7). El agua filtrada era almacenada en frascos graduados y esterilizados,
siguiendo la segunda etapa de filtracién inmediatamente después de terminar la primera,
haciéndose esto aun en campo. Los filtros fueron almacenados en frascos ambares
estériles y previamente identificados, inmediatamente al final del proceso de filtracion,
usando pinzas autoclavadas (Figura 7). Los frascos fueron acondicionados individualmente
en bolsas tipo zip loc, conteniendo ~ 20g de silica y refrigerados en caja térmica con hielo
para transporte hasta el laboratorio, en el cual fueron transferidos para freezer -20 °C.

Entre los puntos de colecta, las mangueras fueron esterilizadas con hipoclorito de
sodio 5%. El procedimiento consistié en pasar el hipoclorito por 5 min por el sistema,

seguido de otros 5 min de lavado con agua del propio punto de muestreo.

3.3.2.3 Extraccion del eDNA, Secuenciamiento y Procesamiento de los datos

Las etapas de extraccion, amplificacion, secuenciamiento y tratamiento inicial de los
datos brutos fue realizada por la empresa BPI Biotecnologia (Botucatu, SP, Brasil). Para
eso, los frascos ambares conteniendo los filtros con las muestras de eDNA fueron enviados
a la empresa bajo refrigeracion (~10 °C). EI ADN gendmico fue extraido utilizando el kit ZR
Fungal/Bacterial DNA MiniPrepTM (Zymo Research coéd. D6005) de acuerdo con el
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protocolo sugerido por el fabricante. Fueron utilizadas partes iguales de cada filtro (0,7uM
y 0,45 uM), formando una muestra compuesta, siguiendo el volumen maximo recomendado
por el protocolo. EI eDNA estraido fue cuantificado por fluorescencia utilizando el equipo
Qubit® 3.0 Fluorometer y el kit QubitTM dsDNA BR Assay (Thermo Fisher Scientific). Para
la etapa de amplificacion, las PCR fueron hechas con un volumen final de 20 pL,
conteniendo 10 uL de Gotag® Colorless Master Mix 2x (Promega, USL), 1,0 uL del cebador
NeoFish-U-F
(TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCGCCGTCGCAAGCTTACCCT) a 10
MM, 1,0 ML del cebador NeoFisih_3R
(GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAGTGACGGGCGGTGTGTGC) a
10uM, 2 uL de ADN gendmico y 6 pyL de agua ultrapura para completar el volumen. El
programa de amplificacién consistié en: desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 min, seguido
de 35 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 30 seg., apareamiento a 60°C por 30 seg, y
extension a 72°C por 1 min.; la extension final fue a 72°C por 7 min. Los productos de la
amplficacion fueron visualizados a través de electroforesis en gel de agarosa 2% coloreada
con Gel Red 0,03% (v/v) y cuantificados por fluorescencia utilizando el equipo Qubit® 3.0
Fluorometer y el kit QubitTM dsDNA BR Assay (Thermo Fisher Scientific).

Después de esta etapa se inicio la construccion de la biblioteca NGS/metabarcoding.
Fue realizada la reaccion de indexacion en la cual fueron insertados los indexadores en los
adaptadores comunes, siguiendo el protocolo del kit Nextera XT lindex (lllumina). La
biblioteca fue amplificada de acuerdo con el siguiente programa: incubacién a 72°C por 3
minutos, desnaturalizacion inicial a 95°C por 30 segundos, seguidos de 12 ciclos de 95°C
por 10 segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos y extension final a 72°C
por 5 minutos. Las reacciones de amplificacion fueron conducidas en termociclador Veriti™
Thermal Cycler (Applied Biosystems). Las bibliotecas generadas fueron sometidas a etapas
de purificacion utilizando bead magnética Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter).
Seguidamente, se realizé la cuantificacién por la metodologia de PCR en Tiempo Real
utilizando el Kit KAPA-KK4824 (Library Quantification Kit - lllumina/Universal), todos de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Se generé un Pool equimolar de DNA, a través de
la normalizacioén de todas las muestras a 4nM, para realizar el secuenciamiento, el cual fue
conducido usando el sistema lllumina MiSeq de secuenciamiento de nueva generacion
(Nlumina® Sequencing) y 3 unidades del kit MiSeq v2 Reagent 500 ciclos (lectura de 2 x
250pb) con 20% de PhiX Sequencing Control V3 (lllumina).
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Las secuencias fastq R1 y R2 fueron montadas en una unica fila por el programa
FLASH V.1.2.11 y transformadas en secuencias FASTA por el paquete segkt V.2.2.0. Fueron
mantenidas solamente las secuencias con el tamafio minimo de 150 pb. Las secuencias
con similaridad = 99% fueron agrupadas en OTUs (unidad taxonémica operacional). Cada
OTU pas6 por una primera etapa de filtracion, por comparacion con el banco de datos
GenBank, utilizando el programa blast V.2.13.0, siendo retenidas solamente las OTUs que

presentaron 90% de similaridad minima con el grupo objetivo.

3.3.2.4 Comparacion de similaridad del eDNA con los bancos de datos GenBank y local

Para la atribucion de cada OTU a los diferentes niveles taxondmicos, se establecid
el seguinte critério de similaridade, basado en la literatura: 299%, especie; 297%, género;
296%, familia; 294%, clase; 290%, orden. Cada OTU fue comparada con los bancos de
datos GenBank y local para obtener la lista de especies/taxones. Para comparar con el
GenBank, fue utilizado el algortimo Blast disponible en el sitio del NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearch&L|

NK _LOC=blasthome). Para comparar com el banco de datos local creado fue utilizado el

software Geneious Prime (v. 2024.0.7). Para eso, fue creado en el Geneious un banco de
datos local, con nuestras secuencias 12S y cada OTU fue comparada con este
bancoutilizando la herramienta Magablast implementada en el software. Posteriormente se
realizé la comparacién de la lista de especies obtenida en cada punto de colecta para los
dos bancos de datos con la la lista de especies coletadas para verificar la eficiencia del
método.

Finalmente, fueron analizadas las abundancias relativas de los taxones identificados
a nivel de especie (solamente para los datos obtenidos a partir del banco de datos local)
para revisar su correspondencia con las abundancias obtenidas en las coletas realizadas y

con otros trabajos realizados en la regidon y ambientes semejantes.

3.4 Resultados
3.4.1 Creacioén del banco de datos
3.4.1.1 Eleccion del cebador 12S

Fueron realizadas algunas amplificaciones con los cebadores originales, utlizando

DNA de 20 especies de la BP3, siguiendo los parametros originales y modificaciones, pero


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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en ambos casos, muchas muestras fallaron en la amplificacion, obtenendo un suceso de
aproximadamente 40% (datos no mostrados). A partir de ello, se realizaron comparaciones
alineando los cebadores con las secuencias referencias obtenidas en el NCBI de 25
espécies de peces representantes de géneros, familias u érdenes ocurrentes en la BP3
(Apéndice 1) en las culaes se encontraron algunos sitios variantes. Para el cebador NeoFish
2/3F se encontraron cinco sitios variantes, el cebador NeoFish 3R mostré tres sitios
variantes, el cebador Teleofish F presentd dos sitios variantes y Teleofish R presento dos
sitios variantes (Figura 8), lo que justifica que no hayamos tenido suceso en las
amplificaciones iniciales con los cebadores originales.

A partir de esas comparaciones, se busco, en las secuencias referencias regiones
mas conservadas para el disefio de nuevos cebadores, llevando en cunta el mayor tamafio
de fragmento posible y que englobara las secuencias de los cebadores Neofish del eDNA.
Fueron disefiados dos cebadores Foward y se hizo apenas dos modificaciones del cebador
Teleo R como opcién Reverse (Tabla 3) ya que presento bajo numero de sitios variantes y
solamente en una espécie (Figura 8). Asi, se obtuvo dos conjutos de cebadores, 12S-Fish-
Labem-2F/TeleoR-Labem, que amplifica un fragmento de 950 pb y 12S-Fish-Labem-
3F/TeleoR-Labem, que amplifica un fragmento de 890 pb. Los dos conjuntos presentaron

suceso de ampfificacion mayor que 95% (Figura 9).

Tabla 3. Cebadores elegidos para la creaciéon del banco de datos de las secuencias de ADN

Cebador Secuencia Regién
12S-Fish-Labem-2F TTAYACATGCAAGTMTCCGC
12S-Fish-Labem-3F AGGARCNGGYATCAGGCRC 12S ADNr
TeleoR CTTCYGGTACACTTACCWTG

Fuente: de los autores, 2024.
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Figura 8. Comparacioén de los cebadores Neofish y Teleo con algunos representantes de las especies de la
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Fuente: de los autores, 2024.
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Figura 9. Amplificacion exitosa de algunas de las especies usando los cebadores modificados

Fuente: de los autores, 2024.

3.4.1.2 Secuencias referencias obtenidas y comparacion con GenBank

Para obtencion de las secuencias 12S del banco de datos local fue utilizado el
conjunto de cebadaroes 12S-Fish-Labem-2F/TeleoR-Labem. Un total de 89 secuencias
fueron obtenidas, producto de 57, de las 75 especies de la coleccién de LaBEM (suceso de
76%) (Apéndice 2). En la tabla 4 se muestran los resultados de similaridad (una sola
secuencia por especie) y porcentaje de cubrimiento de las secuencias al ser comparadas
en el GenBank. Del total, once especies resultaron con una similaridad 299% entre la
especie identificada por nosotros y la disponible en el GenBank recuperando la misma

especie (color azul en la Tabla 4). Cuatro especies, aunque mostraron una baja similaridad,
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representaban la misma especie (color verde en la Tabla 4). Once especies, mostraron
similaridad 299% pero representando especies diferentes de las atribuidas (color ocre en la
Tabla 4). Una especie, mostré una baja similaridad retornando especies diferentes (color
rojo en la Tabla 4), a pesar de que sus especies ya cuentan con secuencias referencia en
las bases de datos. Las secuencias restantes (color negro en la Tabla 4) mostraron
similaridad a nivel taxondmico de género o familia, indicando la ausencia de estas especies
en las bases de datos.

Asi, se encontré que 19,30% (11) de las especies ya estaban referenciadas en los
bancos de datos y el 80,70% (46) restante significaron un incremento para los bancos de

datos.
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Tabla 4. Resultados del blast hecho entre las secuencias obtenidas y el GenBank

Especie

ID NCBI

Similaridad Cobertura

Oreochromis niloticus
Gymnotus silvius
Astyanax lacustris
Psalidodon aff. Fasciatus
Neoplecostomus yapo

Characidium aff. zebra
Hypostomus ancistroides br

Geophagus brasiliensis
Cichalsoma cf. dimerus
Apteronotus aff. albifrons
Callichthys callicthys
Hypostomus sp.
Rhamdia quelen
Synbranchus marmoratus

Apareiodon affinis BR
Psalidodon sp. Br
Oligosarcus paranaensis
Psalidodon aff. paranae

Hypostomus cf. strigoticeps
Hypostomus cf. Iheringui
Gymnogeophagus sp.
Rineloricaria sp.
Phenacorhamdia tenebrosa
Hoplias intermedius
Hypostomus cf albopunctatus
Hypostomus sp.
Cetopsorhamdia iheringi

Gymnotus inaequilabiatus
Pimelodella gracilis

Ancistrus sp.

Oreochromis niloticus
Gymnotus sylvius
Astyanax lacustris

Psalidodon fasciatus

Neoplecostomus yapo
Characidium zebra

Hypostomus sp
Hypostomus ancistroides

Geophagus brasiliensis
Cichlasoma dimerus
Apteronotus albifrons
Callichthys callicthys

Hypostomus sp
Rhamdia quelen
Synbranchus marmoratus

Apareiodon affinis

Psalidodon fasciatus // Hyphessobrycon anisi-

tsi

Oligosarcus jenynsil

Psalidodon fasciatus // Hyphessobrycon anisi-

tsi

Hypostomus francisci
Hypostomus francisci
Oligosarcus jenynsil
Rinelocaria aff langei
Cetopsorhamadia iheringi
Hoplias malabaricus
Hypostomus francisci
Hypostomus francisci
Imparfinis cf cochabambae

Gymnotus sylvius

Rhamdia quelen

Ancistrus multispinis

100,00 100
100,00 100
100,00 100
100,00 100
99,73 100
99,67 80
20 o
99,47 100
99,47 100
99,47 99
99,34 100
98,94 100
98,29 100
96,26 100
93,88 100
99,87 100
99,73 100
99,47 100
99,47 100
99,47 100
99,34 100
99,47 100
99,17 80
98,93 100
98,27 100
97,88 100
91.55 100
98,68 100
02 o
98,25 99



Gymnotus sp
Gymnotus pantanal
Piarbachus stramineus

Moenkhausia aff. Intermedia
Pimelodella avanhandavae

Knodus moenkhausii
Serrapinnus notomelas
Knodus moenkhausii
Cambeva davisi
Bryconamericus exodon
Hemmigramus sp
Hoplias misionera
Cetopsis sp.
Corydoras cf. paleatus
Corydoras aeneus
Crenicichla britskii
Paradon nasus
Imparfinis schubarti
Ituglanis sp.
Heptapterus mustelinus
Imparfinis borodini
Imparfinis sp.
Imparfinis mirini
Phalloceros harpagos
Characidium aff. gomesi
Crenicichla iguassuensis
Crenicichla sp.

Psalidodon sp.

Gymnotus sylvius
Gymnotus sylvius
Knodus sp
Hemigrammus marginatus

Rhamdia quelen
Pimelodella cristata

Knodus sp
Serrapinus kriegi

Knodus sp

Trichomycterus cf jacupiranga

Boehlkea fredcochui / Knodus borki

Astyanax giton
Hoplias malabaricus
Cetopsis coecutiens
Corydoras paleatus

Loricariichthys sp "Jari"
Crenicichla lepidota
Apareiodon affinis
Imparfinis stictonotus
Trichomycterus areolatus
Imparfinis cf cochabambae
Imparfinis cf cochabambae
Imparfinis sp
Imparfinis cf cochabambae
Xiphophorus milleri
Characidium fasciatum
Crenicichla lepidota
Crenicichla lepidota

Hyphessobrycon anisitsi

98,01
98,01
97,89
97,67

97.45
95.06

97,22
97,21
97,09
97,09
97,09
96,83
96,55
96,43
96,27
95,69
95,57
94,81
94,7
94,58
94,46
94,32
93,93
93.80
92.52
92.36
90.80
90.52
88.81

100

100

100
79

100

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
97

99

100
100
100
100
100
100
99

100
97

97

99

72

Aviso: Azul: especies con similaridad = 99% y coinciden en la identificacion de especie. Verde: especies que
representan la misma identificacion, pero con similaridad < 99%. Ocre: especies con similaridad = 99% pero
con identidad diferente. Rojo: especie con referencia en GenBank pero que retorna una identidad diferente.

Negro: especies con similaridad a nivel taxonémica de género, familia u orden.

Fuente: de los autores, 2024.
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3.4.2 Validacion del protocolo de eDNA

3.4.2.1 Comparacion de identificacion alcanzada entre los bancos de datos

Para todos los puntos muestreados fue posible extraer ADN de las muestras
ambientales. Para la creacion de la lista de OTUs, fueron obtenidas, en media, 14046 reads
(min: 2677; max: 18715) que representa de cinco a 29 OTUs por punto (Tabla 5).

Las OTUs de cada punto de colecta fueron blastadas con el GenBank y el banco de
datos regional creado (Apéndice 3 y Figura 10). Es evidente que, en todos los puntos de
colecta, hubo una mayor resolucién taxonémica cuando las OTUs fueron blastadas con el
banco de datos local en comparacion con el GenBank, con el cual la mayoria de las OTUs
no tuvieron una identidad taxonomica resuelta y la mayoria quedaron en nivel muy
generales como orden o familia (Grafico 5), habiendo un incremento maximo del 250% en
la identificacion especifica en el punto BR12, y un incremento minimo de 66,67% como en
el BR4.

Tabla 5. Nimero de reads y OTUs totales por cada punto de colecta

Punto de Colecta Reads OTUs Punto de Colecta Reads OTUs
BR2 15998 15 BR12 11860 11
BR4 14553 15 BR13 11592 10
BR6 16240 16 BR14 1307 12
BRS8 16467 27 BR15 15969 21
BR9 17416 22 BR16 2677 5
BR11 13759 23 BR17 18715 29

Fuente: de los autores, 2024.
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Grafico 5. Comparacion entre el nimero de especies colectada e identificada por el método tradicional y las
especies identificadas por el método de eDNA metabarcoding

20
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16
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o T S O s T ¢ ]

BR2 BR4 BR6 BRE BRS BR11 BR12 BR13 BR14 BR15 BR16 BR17

® Tradicional = Ambos meDNA

Fuente: de los autores, 2024.

Figura 10. Nivel de identifcacion taxonémico alcanzada usando el GenBank y el banco de datos local
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3.4.2.2 Comparacion de riqueza y abundancia recuperada entre el método tradicional vs eDNA

Usando las llaves de identificacion, fueron identificadas 23 especies (considerando
los 12 puntos de muestreo) producto de la colecta tradicional, mientras que por el método
del eDNA fueron identificadas 37 especies en total, habiendo un incremento de 14 especies
(60,87%) (Tabla 6). Para todos los puntos de colecta, se evidencié un incremento en el
numero de especies identificadas, una vez implementada la técnica del eDNA, sin embargo,
como vemos en la figura 10, para cada punto, hubo algunas especies que sélo lograron ser
identificadas usando uno de los dos métodos. Considerando los 12 puntos, el 48,65% de
las especies fueron identificadas por los dos métodos, 13,51% de ellas fueron identificadas
exclusivamente por el método tradicional y 37,84% de las especies fueron identificadas

exclusivamente por el eDNA (Tabla 6).

Tabla 6. Lista de especies identificada en los 12 puntos de colecta, agrupadas segun la exclusividad de
identificacién en cada uno de los métodos

Especies Identificadas

Método tradicional Ambos métodos eDNA metabarcoding
Bryconamericus aff. iheringii Astyanax lacustris Apterinotus aff. albifrons
Bryconamercius exodon Characidum aff. zebra Cichlasoma cf. dimerus
Cetopsorhamdia iheringi Corydoras cf. paleatus Gymnogeophagus sp.
Hypostomus cf. Iheringuii Crenicichla jaguarensis Gymnotus inaequilabiatus
Phalloceros harpagos Heptapterus mustelinus Gymnotus sylvius
Psalidodon aff. paranae Hoplias misionera
Psalidodon sp Hypostomus albopunctatus

Hypostomus strigaticeps
Knodus moenkhausii
Moenkhausia aff. intermedia
Oreochromis niloticus
Piarbacus stramineus

Serrapinus notomelas
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Knodus moenkhausii

Fuente: de los autores, 2024.

Cuando consideramos algunos puntos de muestreo especificos, vemos que el
alcanze de riqueza entre los métodos variou. En el punto BR4 (Grafico 5), fueron colectadas
11 especies, de las cuales el 54,54% fueron identificadas unicamente con el método
tradicional, 27,28% solo se consiguieron identificar por el eDNA y 18,18% fueron
identificados por los dos métodos (Grafico 5). En el BR13 (Gréfico 5), por su lado, de las 12
especies identificadas, 66,67 % fueron unicamente por el eDNA, 16,67 % solo por el método
tradicional y 16,66% se identificaron con los dos métodos (Grafico 5). Para el punto BR12
(Gréfico 5), ninguna identificacion fue exclusiva del método tradicional, de las 7 especies,
42,86% se identificaron solo por medio del eDNA y el 57,14% restante fue identificado por
los dos métodos (Grafico 5). Caso contrario, ocurrié en el punto BR16 (Grafico 5), donde
ninguna especie tuvo indentificacién exclusiva por eDNA, del total de 6 especies, 33,33%
fueron identificados solo a partir del método tradicional y el 66,67 % restante, a partir de los
dos métodos (Grafico 5).

Para la comparacion de abundancia, solo se tuvieron en cuenta a quellas especies
que fueron identificadas por los dos métodos (Tabla 7). En total, se realizaron 46
comparaciones entre todos los puntos, de los cuales en el 41,30% de los casos los dos
meétodos consiguieron detectar valores de abundancia proximos. El pez Heptapterus
mustelinus, fue la Unica especie que registrou mayor abundancia por el método tradicional
que por el eDNA en todos los puntos; mientras que las especies Astyanax lacustris y
Psalidodon aff. paranae consiguieron mayores valores de abundancia por el eDNA

metabarcdoing que por el método tradicional en la mayoria de los puntos (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacion de abundancia entre las especies colectadas por los dos métodos

. Abundancia Punto . Abundancia
Punto Especie o Especie .
Tradicional eDNA Tradicional eDNA
Heptapterus mustelinus  31,94%  1,23% Ancistrus sp. 575%  15,09%
BR2 Characidium aff. Zebra  6,94% 3,49% BR12 Characidium aff. zebra  6,90% 3,69%
Psalydodon aff. paranae 50,00% 40,16% Cambeva davisi 2,30% 2,45%
Astyanax aff. lacustris 417%  32,48% Psalydodon aff. paranae 85,06% 59,87%
BR4 Heptapterus mustelinus  25,93%  0,06% BR13 Psalidodon sp. 50,00% 19,08%
Psalydodon aff. paranae  1,06%  80,40% Rhamdia quelen 16,67%  0,59%
Heptapterus mustelinus  50,44%  0,10%
Ancistrus sp. 9,73%  28,21%
il [ (0] (0]
BR6 Ge%’;jﬁ;ﬁ prasiiensis  10.02% 54 9% BR14 Psalydodon aff paranae 7.41%  92,01%

cistroides 0,88% 1,01%
Rhamdia quelen 0,88%. 14,15%
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Psalydodon sp.

Heptapterus mustelinus  37,86%  0,48% Ancistrus sp. 19,39% 21,83%
BRS Ancistrus sp. 14,56%  9,09% BR15 Crenicichla jaguarensis ~ 4,08%  35,53%
Astyanax aff. lacustris 1,94%  36,91% Cambeva davisi 36,73%  1,36%
Rhamdia quelen 0,97% 0,38% Rhamdia quelen 1,02% 0,53%

Heptapterus mustelinus  0,26% 0,12%

0, 0, j

gorydoras cf. pa[gatu§ 577 0A> 1,15? AnCIszfrus sp. 6.82%  15,52%
eophaqgus brasiliensis  1,57%  13,27% Rhamdia quelen 2’979, 0 15%
BR9 Rhamdia quelen 1,05%  0,27% BR16 Cambeva davisi gy oo
. o o o .. 59,09% 24,38%
Crenicichla britskii 0,52%  23,74% Hypostomus ancistroi- 4 559 59.96%
Astyanax aff. lacustris 0,26% 0,95% des R R

Psalydodon aff. paranae 44,36% 31,71%
Heptapterus mustelinus  12,60%  0,67%

Ancistrus sp. 2,36% 10,70% Heptapterus mustelinus  54,29%  0,06%
BR11 Crenicichla jaguarensis  3,15% 5,76% BR17 Ancistrus sp. 2571%  6,96%
Geophagus brasiliensis  12,60% 58,00% Rhamdia quelen 2,86% 0,12%

Psalydodon aff. paranae  8,66% 9,41%
Aviso: Rojo: > abundancia em el método tradicional. Azul: > abundancia em el método eDNA. Negro:
abundancias equivalentes.

Fuente: de los autores, 2024.

3.5 Discusion
3.5.1 Analisis de Similaridad

El uso de la herramienta molecular eDNA metabarcoding se ha convertido en una
herramienta esencial para monitorear e inventariar especies, pero el acceso a base de
datos completas es una variable que impacta directamente en la deteccion de ellas y su
asignacion taxondmica adecuada (Lamb et al. 2019). Este aspecto afecta el marcador 12S
usado en este estudio. En primera instancia, al comparar las secuencias referencias
generadas con el banco de referencia (GenBank), encontramos que solo un 19,30% de las
secuencias obtenidas (n=11) retornaron el nivel taxonémico de especie (color azul, en la
tabla 4), indicando que las mismas ya estan referenciadas en el banco de datos. Estas
especies incluyen algunas de las mas estudiadas en anbientes de rios y arroyos como
Psalydodon fasciatus, que muestra variadas caracteristicas morfolégicas, alta variabilidad
genética y complejidad taxondmica (Gavazzoni et al., 2023); Characidium aff. zebra, que
han demostrado ser utiles como bioindicador (Manoel et al., 2008) y O. niloticus, que a
pesar de que no se tiene evidencia del establecimiento en los arroyos de la cuenca (Pereira,
2021) es cultivado en larga escala en la region en psiculturas cuya agua drena para los
arroyos de la BP3 (Lowe-McConnell, 2000; Figueredo y Giani, 2005).

Un segundo grupo de nuestras secuencias (n=4, 7,02% - color verde en la Tabla 4)
recuperaron la misma especie en el GenBank, pero con nivel de similaridad abajo del valor
del corte establecido (>99%). La especie Synbranchus marmoratus aparece con silimitud

de 96,26%, Apareiodon affinis con 93,88%, Rhamdia quelen 98,29% e Hypostomus sp.
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98,94%. Casualmente, estos datos corresponden a especies que han sido reportadas como
representantes de complejos de especies (varias especies cripticas asignadas al mismo
taxoén) y por lo tanto, su clasificacion taxonomica es compleja y de mucha discusiéon debido
a sus niveles de diversificacion rapidos y recientes (Jorge et al., 2000; Traldi et al., 2020).
Esto nos lleva a tener tres posibles hipotesis; para los casos de Hypostomus sp. y Rhamdia
quelen, cuyas similaridades fueron de 98%, puede que la variacién sea debida meramenta
a variacion genética poblacional o un caso de especicion criptica. Estos dos grupos de
especies, incluyen peces que estan ampliamente distribuidos por la region neotropical y con
una gran discusion taxondmica de las cuales su historia evolutiva y sistematica siguen sin
estar completamente claras (Favorito et al., 2005; Benitez et al., 2019; Anjos et al., 2021).
Para R. quelen, se han reportado 48 sinonimias nominales de especies (Benitez et al.,
2019), mientras que el género Hypostomus, muestra una gran riqueza de especies y
endemismo en ecorregiones como el Bosque Atlantico, donde se han revelado linajes con
historias evolutivas independientes dentro de la misma region junto con grupos
genéticamente relacionades entre si y que estan subrepresentadas en los estudios
filogenéticos (Anjos et al., 2021). Estos datos refuerzan el confuso escenario de estos
grupos de peces y que son Utiles para delinear estudios filogeograficos adicionales en ellos.
En los casos de Synbranchus marmoratus y Apareiodon affinis que muestran una similitud
mas baja, puede sugir caso de especies cripticas o, problemente, ser representantes de
especies del mismo género o familia, pero con errores de identificacion morfoldgicos.
Synbranchus es un género endémico de América del Sur y Central, comprende tres
especies reconocidas, S. marmoratus (Bloch 1795), S. madeirae (Rosen and Rumney
1972), and S. lampreia (Favorito, Zanata y Assumpg¢ao 2005); sin embargo, los examenes
detallados a una serie de estos organismos, revelaron que el género no tiene
sinapormorfias y analisis citogenéticos, indican la existencia de variabilidad cariotipica
interespecifica en Synbranchus (Carvalho et al., 2012) y sugieren que es necesaria una
revision taxonémica para este género, ademas, de que la taxonomia a nivel de especie es
muy pobre y no se ha definido el numero de especies que realmente se reconocen (Favorito
et al., 2005); para A. affinis, |la situacion es muy similar, estos peces encontrados dentro de
la familia Parodontidae, se distinguen solo por unas pocas caracteristicas morfolégicas
sutiles, lo que genera incertidumbre sobre las interrelaciones y la monofilia de los géneros.
Jorge y Moreira-Filho, 2000, detectaron 10 citotipos para A. affinis a lo largo de la cuenca
del Bajo Parana, indicando la ocurrencia de distintas especies en la region y nombradas de

la misma manera; datos que son reafirmados por Nascimiento et al., 2018, estudiando la
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organizacion cariétipica de seis deme en varias subcuencas hidrograficas de la cuenca del
Parana (Alto Parana, rio Paraguay, Cuiaba y Uruguay) revelando diferencias cromosomicas
entre los demes estudiados y aislamiento genético entre las poblaciones del alto y bajo rio
Parana, apoyando la hipétesis de una especie emergente mas joven y/o especiacion
cromosomica en progreso.

Las secuencias de la especie Cetopsorhamdia iheringui, fueron las unicas que, a
pesar de ya tener registro en la base de datos, no obtuvieron ningun tipo de similaridad con
ellas, lo que puede ser debido a una identificacion erronea de los estudios previos o errores
en el momento de su registro.

Por su lado, 11 especies (19,30%) (color ocre en la tabla 4) mostraron una similaridad
alta (97,8 a 99,8%) pero con correspondencia a otras especies, que son parte del mismo
geénero pero de las cuales no se tienen registros de su presencia y establecimiento, en la
cuenca de nuestro estudio, como lo fue en el caso de algunas especies del género
Hypostomus y la especie Oligosarcus paranaensis, cuya similaridades blastaron,
respectivamente, con Hypostomus fransisci, propio de la cuenca del rio Sdo Fransico y
Oligosarcus jenynsii, reportado para los arroyos de Argetina, Uruguay y Rio grande del Sur
(Lima et al. 2003). Estos datos refuerzan la falta de secuencias referencias de las especies
de nuestra area de estudio. Con todo, debido a la alta similitud genética, principalmente de
aquellas com similitud mayor que 99%, tales datos encienden una alerta en el uso e
interpretacion de los resultados, pues pueden indicar complejos de especies, como
mencionado anteriormente para el género Hypostomus, para las cuales las secuencias 12S
no son resolutivas, siendo necesario asociar otros datos como la localidad del especimen
que dio origen a las secuencias y mismo otros marcadores moleculares. Por otro lado, no
se puede descartar la hipdtesis que parte de ellas, puden representar errores de
identificacion.

Finalmente, 31 (54,38%) especies de las 57 reunidas en este estudio, no cuenta con
secuencias del marcador 12S en los bancos de referencia disponibles (color negro en la
tabla 4), presentando baja similitud con las secuencias disponibles en el GenBank haciendo
evidente la falta de informacién en secuencias de referencia necesarias para una
asignacion taxondmica precisa de las especies identificadas en la BP3. Considerando todas
las secuencias que no retornaron el nivel de especie, verificamos que 46 especies, que
representan 80,70% son referencias nuevas para el GenBank e incrementan en un 100%
al banco de datos molecular creado por Santos (2024) para la ictiofauna del Alto Parana.
Destacamos la necesidad de enriquecer las bases de datos, especialmente con aquellas
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especies que han demostrado su funcién como bioindicadores y su papel crucial en el
mantenimiento de la estructura comunitaria del ecosistema, tales como C. paleatus (Scarcia
y De la Torre, 2018; Cadena, 2020) y K. moenkhausii (Mise et al., 2018; Cadena, 2020).

3.5.2 Validacioén del protocolo de eDNA

3.5.2.1 Comparacion de similaridad eDNA y los bancos de datos

En las comparaciones de similitud entre los dos bancos de datos, se observa un
aumento significativo en la identificacién a nivel de especie entre los bancos de referencia
disponibles y el banco local. Este incremento varié desde un 66.67% (Punto BR4) hasta un
250% (Punto BR12) (Grafico 1). Un ejemplo de esta variacion se observa en el punto BR17,
donde el eDNA recuperé 29 OTUs. Al comparar estos datos con el GenBank, solo 11 OTUs
(representando oito especies) mostraron una identificacion a nivel de especie, mientras que
las restantes se identificaron a niveles taxondmicos mas generales. En contraste, el banco
de datos local identifico 21 OTUs (correspondientes a 15 especies) a nivel especifico en
ese mismo punto, incrementando en un 90.91% el numero de identificaciones a nivel de
especie y mejorando la resolucidn taxondmica en términos de biodiversidad para ese
arroyo. Esta tendencia también se observa en el punto BR16, donde de las cinco OTUs
recuperadas, ninguna obtuvo una identidad especifica de especie al compararse con el
GenBank, resultando en identificaciones a nivel de orden. Sin embargo, al utilizar el banco
local, se logré una identificacion especifica de especie en cuatro OTUs, con solo una OTU
sin un nivel taxonémico especifico, aunque se pudo identificar al género mas cercano. Esto
demuestra un aumento del poder resolutivo que se puede obtener mediante eDNA cuando
se dispone de referencias regionales actualizadas, subrayando que, aunque esta técnica
es altamente efectiva, su potencial puede ser limitado sin un banco de datos adecuado.

Esto mismo es mencionado por Martinelli et al., 2024, en su trabajo con vertebrados,
onde identificaron un total de 709 OTUs en las Cuencas del Amazonas y del Orinoco, en
Colombia. En su estudio, de todos los tetrapodos detectados, solo al 57% lograron asignarle
el nivel de especie y en el caso de los peces, solo al 29% se les asigno el nivel de especie,
ademas de que encotraron una segunda OTU para el género Electrophorus, de la cual solo
se reconoce una especie para la cuenca (E. electricus). Por su parte, de Santana et al.,
2021, usando cebadores MiFish con bibliotecas de referencia publicas existentes
estudiando los peces del rio Amazonas, obtuvieron 222 OTUs, encontrando que solo el 28%
de secuencias coincideron con una identidad >98,5%. Los trabajos anteriores muestran las
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graves lagunas en la biblioteca para los peces amazodnicos y corroboran el analisis global
hecho por Marques, et al. (2020) de brechas de bases de datos de referencia, que revelo
que el 13% de las mas de 33.000 especies conocidas de peces teledsteos estan
secuenciadas para 12S, lo que representa el 38% de los géneros, el 80% de las familias y
el 98,5% de los érdenes, reportando que, los peces de agua dulce de América del Sur y
Africa son lo que tienen la cobertura mas baja. Esto dificulta la identificacion precisa de las
especies, un problema que ha sido subrayado por estudios previos de eDNA neotropical
(Cilleros et al., 2019; Sales et al., 2020).

Por otro lado, es importante destacar que, a pesar de la falta de un banco de datos
completo, el método eDNA metabarcoding demuestra ser altamente eficiente. Este método
facilita la identificacion de la biodiversidad a nivel de linajes genéticos distintos (OTUs), los
cuales, aunque no se pueden identificar hasta el nivel de especie, representan taxones

diferentes. Esto incrementa la deteccion y el registro de especies en una region.

3.5.2.2 Comparacion de identificacion de especies entre el método tradicional y el eDNA

metabarcoding

Desde el primer informe de Minamoto y su equipo en 2012 sobre las aplicaciones del
eDNA metabarcoding, este método ha sido utilizado para realizar inventarios de
biodiversidad, especialmente para la deteccion de multiples especies de peces y la
estimacion de su composicion. Thomsen et al. (2012) presentaron el primer registro marino
utilizando eDNA, identificando 15 especies diferentes, algunas de las cuales eran raramente
colectadas o nunca registradas en monitoreos convencionales. Todos sus hallazgos ya
estaban registrados en bases de datos nacionales. Sales et al. (2020), empleando eDNA
en el Bosque Amazonico y Atlantico, identificaron especies de mamiferos en peligro critico
o en peligro de extincién y encontraron superposiciones entre especies. Garret (2023)
identificd 11 taxones de murciélagos mediante eDNA del aire en 12 refugios conocidos o
sospechosos en el distrito de Orange Walk, Belice. Ademas, Rodriguez (2022) report6 que,
en los Pantanos de Peru, se identificaron 19 de las 21 especies conocidas en el area de
estudio utilizando eDNA, a pesar de que el esfuerzo muestral para eDNA fue menor (cinco
puntos) en comparacion con el esfuerzo muestral de la metodologia tradicional (21 puntos).
A pesar de esta diferencia, se logré una identificacién de riqueza de especies equivalente.

Lo datos anteriores, hacen enfatizar aun mas en la necesidad de tener referencias

actualizadas y preferencialmente del area de estudio. Al hacer las comparaciones de la
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riqueza de ictiofauna identificada a través de los dos métodos de muestreo, observamos
que, si bien no todas las especies colectadas por el método tradicional fueron detectadas
mediante el eDNA, hubo un aumento en la riqueza de especies al realizar las extraciones
de ADN a partir de las filtraciones de agua, demostrando la efectividad de este método y la
importancia de contar un banco de datos local que corrobore la ocurrencia del material
genético detectado.

Nuestros resultados mostaron que con el método tradicional el total de especies
colectadas fue de 22, ya con el eDNA el total de ellas fue de 37 especies, aumentando en
60,87% la lista de biodiversidad. Este incremento en la identificacion de biodiversidad, ya
ha sido mencionado en trabajamos como el de Yamamoto et al. (2017) que detectaron 128
especies de peces marinos en Japon, de los cuales 23 nunca fueron capturados en los
ultimos 14 afios usando métodos tradicionales. Boussarie et al. (2018) detectaron un 44%
mas de especies de tiburones que los censos visuales tradicionales bajo el agua y los
videos con carnadas. Estos datos sugieren que éste método sera util en la conservacion de
la vida acuatica.

Algunos puntos destacables de nuestros resultados, son las diferencias encontradas
en el numero de especies identificadas en los dos métodos. Especies como Oreochromis
niloticus y las especies de la orden Gimnotiformes (Gymnotus inaequilabiatus, Gymnotus
sylvius, Gymnotus pantanal y Apteronotus aff. albifrons) fueron detectadas unicamente
mediante el analisis del eDNA (Apéndice 4 y Tabla 6). Esta situacién puede deberse a las
caracteristicas ecoldgicas de estas especies. Los Gymnotiformes, al ser peces eléctricos
con habitos nocturnos (William et al., 2005; Uieda et al., 2018), son particularmente dificiles
de capturar con métodos tradicionales. En el caso de O. niloticus, que no esta reportada
como establecida en la region (Pereira et al., 2021), es frecuente encontrar su material
genético debido a su relevancia econdmica y a la existencia de grandes criaderos en la
region, cuya agua de los criaderos drenan para los arroyos de la BP3 cargando su material
genético (Pereira el al, 2021).

Por otro lado, a pesar de que el eDNA potencializo la identificacion de las especies,
algunas de ellas solo lograron se identificadas por los métodos tradicionales (Tabla 6).
Especificamente, las especies del género Bryconamericus, como B. aff. iheringii y B.
exodon y la especie Phalloceros harpagos, que acostumbran ser abundantes, solo pudieron
ser recolectadas mediante métodos tradicionales. Lo mas probable para este evento es que
el cebador Neofish, usado para el metabarcoding no haya conseguido amplificar esas

especies, siguiendo la hipdtesis de que estas especies podrian tener alguna variacién en
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su secuencia de ADN que torna el cebador inespecifico y se hace necesario para futuros
trabajos, pensar en hacer un proceso semejante al hecho en este trabajo, alinear el cebador
con secuencias de los banco de datos y proponer nuevos cebadores para el metabarcoding,
basados en los grupos de peces presentes en la regidn. Dentro de estas especies, se
destaca que para B. aff. lheringii, no fue obtenida la secuencia 12S referencia, incluso con
el nuevo conjunto de cebadores disefiados (Apéndice 2), reforzando la hipotesis que, para
algunos grupos, aun es necesaria una revision de los cebadores para garantizar el éxito en
su amplificacion.

No obstante, es importante resaltar que, en las variaciones encontradas entre los
métodos, segun Taberlet et al. (2018), se debe tener en consideracion también las
caracteristicas de las comunidades bioldgicas a ser evaluadas, ya que su detectabilidad
depende de sus habitos ecoldgicos, como la posicidon en la columna de agua y sus
adapataciones morfolégicas y, su produccion de eDNA, relacionada al porte del tamarfio de
los individuos.

Las caracteristicas del paisaje, también juegan un papel importante, en los puntos 4,
9 y 16, si bien hubo identificacion de las especies por eDNA, éstas estuvieron en menor
proporcion en comparacion al método tradicional o, como el caso del punto 16, no hubo un
aporte en el incremento de la riqueza. Estos tres puntos particularmente, son arroyos con
pocos volumenes de agua y mas estancados (Apéndice 5), lo que dificulté la filtracién del
agua y consecuentemente, pudo repercutir en obtener menores concentraciones de eDNA,
algo que ya es intrinseco de este tipo de muestras. Pensar en la propuesta ella por Sakata
et al. 2020, de combinar diferentes tipos de muestras de eDNA, basado en las
caracteristicas del ambiente, puede ser una propuesta interesante para mejorar aun mas la
identificacion por metabarcoding de eDNA. Este grupo de investigadores, compard las
propiedades del eDNA acuatico con el sedimentario, mostrando que, si bien la composicién
de especies recuperada por los dos tipos de eDNA no tuvo diferencias significativas, la
concentracion de eDNA sedimentar fue mayor que la del eDNA acuatico y asi mismo, tuvo
menor tasa de descomposicion, por lo que sugieren que al combinar los dos tipos de
muestras se puede obtener informacion mas completa de la distribucion de las especies y
puede ampliar lo estudios ecolégicos y de biomonitoreo al proporcionar una diferencia en
la escala de tiempo.

Finalmente, nuestros resultados soportan la idea de que el eDNA metabarcoding se

puede utilizar para la evaluacion rapida y a gran escala de la biodiversidad (Cilleros et al.,
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2019; Shaw et al., 2021) reduciendo el esfuerzo y costo del monitoreo en comparacién con

los muestreos tradicionales.

3.5.2.3 Comparacion de abundancia de especies entre el método tradicional y el eDNA

metabarcoding

El uso de eDNA para la deteccion de especies esta bien documentado, y su
aplicacion en el monitoreo de biodiversidad continua expandiéndose. Investigaciones
preliminares en laboratorio han demostrado una correlacion positiva entre la concentracion
de eDNA especifica de una especie y la densidad o biomasa de esa especie en un entorno
determinado (Yaster, Fraser y Derry, 2019). Sin embargo, son pocos los trabajos que se
han realizado para evaluar si estos hallazgos pueden ser extrapolados a entornos naturales.
Algunos conocidos son los de Riffo (2019), sobre la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss),
donde encontré que existe una relacién positiva entre cantidad de eDNA cuantificado y
biomasa de individuos, usando experimentos en estanques de cultivo. Por su parte,
Encarnacion (2020), evalué y comparé como la concentracion del eDNA cambia con
relacion al tiempo y la densidad de los individuos en muestras recolectadas tanto de agua
como de sedimentos, usando la especie invasora Poecilia reticulata, introducida en el lago
Yahuarcocha. El comportamiento de la concentracién del eDNA se relaciond en funcién al
numero de peces presente en los tratamientos, a mayor numero de peces, mayor
concentracion de eDNA.

En nuestro estudio, también abordamos esta cuestién para validar la eficacia del
eDNA y el protocolo implementado en términos cuantitativos. Los resultados obtenidos
muestran que el eDNA también puede cuantificar la abundancia de las especies. A modo
general, los datos obtenidos por los dos métodos de muestreo fueron equivalentes, para
aproximamendemente, 41,30% de los casos (Tabla 7), y aunque se observaron diferencias
en los valores obtenidos para algunas de las espéices en la mayoria de los puntos, estas
variaciones puden justificarse tanto por las caracteristicas ecologicas de las especies, por
las caracteristicas del paisaje de los arroyos, como el lecho rocoso, el porcentaje de
vegetacion riparia y el tipo de suelo (arcilloso o0 arenoso), y por las caracteristicas de los
cebadores utilizados, que influyen en el recupercion de las secuencias de eDNA
metabarcoding. En lo caso de las especies Heptapterus mustelinus que fue la especie mas
representada por el muestreo tradicional, pero la menos detectada con eDNA

metabarcoding y Cambeva davisi, que mostr6 mayor abundancia en el método tradicional
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en dos de los cinco puntos en los que ocurrid (Tabla 7), es probable que el cebador 12S
utilizado en la amplificacion del eDNA pueda no haber sido tan eficiente en la amplificacion
de esas especies por presentar alguna variacion en el sitio de apareamiento, haciendo que
el mismo tuviera menor éxito en la amplificacion, o incluso haber generado competicién por
sitio de apareamiento con otras especies que presentaron mayor similaridad. Por otro lado,
algunas caracteristicas bioldgicas de estas especies también pueden justificar la diferencia
observada, como el numero de copias de lectura obtenidas para cada individuo o especie,
como el numero de mitocondrias por célula, individuos de diferente tamafo en la misma
muestra y el sesgo de amplificacion (Fonseca, 2018; Carvalho, 2022). Para el caso de las
especies de Characideos (A. lacustris y P. aff. paranae) y Ciclidos (G. brasiliensis; C. britskii
y C. jaguarensis), que en la mayoiria de los casos presento mayor abundancia en el eDNA
metabarcoding en comparacion al meétodo tradicional, sus caracteristicas ecologicas
pueden explicar las diferencias observadas. Los peces de estas familias cuentan con
adaptaciones morfolégicas, como la capacidad de nadar rapido (Apolinario-Silva et al.,
2018), que dificultan su captura con métodos tradicionales. Ademas de eso, estas especies
no responden bien al método de colecta empleado (pesca eléctrica), con la cual apenas se
asusta y huyen, dificultando su captura. Asi, en estes casos, el eDNA acaba siendo mas
representativo para ellas. En el caso de Ancistrus sp., que presento mayor abundancia por
eDNA metabarcdoing en cuatro de los cinco puntos en que ocurrio (Tabla 7), las diferencias
pueden ser justificada por un conjunto de factores que asocian el comportamiento del pez,
que habita preferencialmente regiones de correderas al fondo del arroyo y debajo de las
piedras; las caracteristicas del arroyo, como la velocidad del agua y profundidad; y la
respuesta a los métodos de coleta tradicional. El método tradicional de pesca eléctrica deja
eso0s peces paralizados, los cuales, en la mayoria de los casos, continuan en los sitios que
ocurren, o sea, presos debajo de las piedras. Asi, su captura acaba siendo manual. Donde
una vez paralizado, se hace la busqueda de esos individuos en medio de las piedras
capturandolos con las manos o revolviendo las piedras para que se suelten, lo que muchas
veces provoca que terminen ocultos debajo de las mismas. Asociado a eso, esta el hecho
de que, al parar la corriente eléctrica, estos peces se recuperan rapidamente, huyendo y
escondiéndose, lo que dificulta aun mas la captura de todos los individuos que estan em
um determinado lugar. Sumado a esto, las caracteristicas del paisaje de los arroyos
(Apéndice 5) pueden posibilitar o dificultar la captura de estos individuos. Arroyos con flujo
de agua mas intenso, mayor volumen y/o formado predominantemente por lajas (puntos 4,

11, 12 y 16 — Apéndice 5), dificultan la captura de los individuos por dificultar su visualizacién
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o proveer escondederos que impiden revolver las piedras como el caso de los arroyos con
lajas. A su vez, puntos con agua mas mansas, poco profundas y con fondo pedregoso
(puntos 8 y 15 — Apéndice 5), facilitan la visualizacion de los peces y su captura.

Los datos obtenidos en nuestro estudio, demuestran que el método de eDNA
metabarcoding, puede ser una herramienta util en estudios de abundancia, principalmente,
de aquellas especies raras o de dificil captura por los métodos tradicionales de coleta,
reflejando mejor la real abundancia de las especies presentes en un determinado ambiente.
Con todo, para algunas especies, aunque em menor numero, se debe tener cautela, pues
el eDNA metabarcoding puede no recuperar fidedignamente su abundancia, por los motivos
citados arriba, lo que refuerza la necesidad de conocer la icitofauna local, para la correcta

interpretacion de los datos.

3.6 Conclusiones

Contar con bancos de datos moleculares actualizados para la region 12S del rDNA
es una herramiental fundamental para el monitoreo ambiental basado en eDNA
metabarcoding de la ictiofauna de arroyos. Su aplicacion no solo mejora la capacidad de
los investigadores para identificar y rastrear especies de peces con alta precision, sino que
también proporciona informacion critica para la conservacion y gestion sostenible de los
ecosistemas acuaticos. Por medio del eDNA metabarcoding se consigue tener una
representacion mas cercana a la realidad comparada con los métodos tradicionales para la
evaluacion de la biodiversidad, gracias a que la técnica puede identificar la cantidad de
taxones diferentes presentes, a partir de divergencia en similitud genética entre ellos,
identifiando inlcusive las esppecies raras ou de dificil captura pelos métodos tradiconales.
Sin embargo, la identidad taxondmica solo se puede determinar con precision al comparar
los datos obtenidos con los bancos de datos de referencia locales y completos.

Finalmente, este trabajo genéro un banco de datos que aporta secuencias de 46
nuevas especies para actualizar los bancos de datos mundiales; asi mismo, también se
desefiaron y estandarizaron dos nuevos cebadores Forward y un cebador Reverse para ser
usados en el secuenciamiento de las secuencias referencias 12S para el uso del eDNA
metabarcoding en peces. Finalmente, se validé la eficiencia del protocolo de eDNA
metabarcoding creado asociado al banco de dados local obtenido evaluando 12 puntos de
muestreo en la BP3. Esto datos significan un avance importantisimo para la aplicacion de

la metodologia del eDNA matabarcoding para el biomonitoreo eficiente de peces en la
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region Neotropical. Ademas, los cebadores desarollados pueden servir de referencia para
futuras actualizaciones o establecimiento de bancos de datos de referencia para las

especies de la region Neotropical.
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4 CONSIDERACIONES FINALES

Los inventarios bioldgicos a partir de métodos de colecta tradicionales, su posterior
identificacion taxondmica y construccion de la biblioteca de referencia son imprescindible
para la aplicacion exitosa de tecnologias de biologia molecular. Los estudios realizados en
este trabajo permitieron desarrollar un paquete tecnologico para el monitoreo ambiental que
incluye un protocolo para la extraccion de ADN ambiental mediante filtracion de agua,
enfocado especificamente en la deteccidn de ictiofauna de arroyos y un banco de datos
molecular de secuencias basado en la regién 12S del genoma mitocondrial.

Seflalamos que las ventajas de hacer las evaluaciones ambientales a partir del eDNA
metabarcoding es la reduccion del esfuerzo de muestreo en las localidades de dificil
acceso; la disminucién de costos de logistica y la posibilidad de obtenerse inventarios mas
fidedignos incluyendo especies raras o de dificil colecta. Estos avances prometen mejorar
la capacidad de evaluacién de la biodiversidad de ecosistemas de arroyos de manera mas
efectiva, rapida y econdmica en la region neotropical y estamos seguros de que es una gran
contribucion que ayudara en la compleja tarea de conservar la megadiversa ictiofauna

Neotropical.



APENDICES

Apéndice 1 — Lista de espécies y sus secuencias usadas como referencias para la

eleccion de los cebadores usados en la creacion del banco de datos local

ESPECIE CODIGO NCBI PB
Rineloricaria sp. KR478201.1 1170
Psalidodon fasciatus NC_053758.1 1170
Oligosarcus argenteus NC_044969.1 1170
Ancistrus sp. KP960569.1 1170
Apareiodon affinis AP011998.1 1170
Apteronotus albifrons NC_004692.1 1170
Astyanax altiparanae NC_053759.1 1170
Cetopsis coecutiens JX899752.1 1170
Corydoras schwartzi KT239007.1 1170
Cichlasoma dimerus NC_033551.1 1170
Geophagus brasiliensis KU531434.1 1170
Gymnotus sylvius MN583179.1 1170
Gymnogeophagus balzanii KR150864.1 1170
Hoplias malabaricus MN583178.1 1170
Hypostomus ancistroides NC _052710.1 1170
Imparfinis stictonotus JX899733.1 1170
Oreochromis niloticus MW149239.1 1170
Pimelodella cristata MH286807.1 1170
Poecilia formosa KT307617.1 1170
Poecilia reticulata NC _024238.1 1170
Rhamdia quelen EU179824.1 1170
Trichomycterus areolatus AP012026.1 1170
Moenkhausia costae MW366831.1 1170
Salminus brasiliensis NC_024941.1 1170
Synbranchus marmoratus AP004439.1 1170

Fuente: de los autores, 2024.
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Especie

Ancistrus sp.
Apareiodon affinis
Apteronotus aff. albifrons
Astyanax bockmanni
Astyanax lacustris
Astyanax shubarti
Bryconamericus aff. iheringii
Bryconamericus exodon
Callichthys callichthys
Cambeva davisi
Cetopsis sp.
Cetopsorhamdia iheringi
Characidium aff. gomesi
Characidium aff. zebra
Characidium sp.
Cichlasoma cf. dimerus
Cichlasoma cf. paranaensis
Coptodon rendalli
Corydoras aeneus
Corydoras cf. paleatus
Crenicichla britskii
Crenicichla iguasuensis
Crenicichla jaguarensis
Crenicichla sp.
Curculionichthys insperatus
Erythrinus erythrinus

Gymnotus sp.
Hemmigramus sp.
Heptapterus mustelinus
Hoplias intermedius
Hoplias misionera
Hoplosternum littorale
Hypostomus albopunctatus
Hypostomus ancistroides
Hypostomus cf. iheringui
Hypostomus cf. strigaticeps
Hypostomus sp.
Imparfinis borodini
Imparfinis mirini
Imparfinis schubarti
Imparfinis sp.
ltuglanis sp.
Knodus moenkhausii
Loricariichthys rostratus
Moenkhausia aff. intermedia
Neoplecostomus sp.
Neoplecostumos yapo
Oligosarcus paranaensis
Oreochromis niloticus
Otothyropsis cf. moropoama
Otothyropsis sp.

Parodon nasus

Pimelodella sp.
Pecilia reticulata
Psalidodon aff. fasciatus
Psalidodon aff. paranae
Psalidodon sp.
Psellogrammus kennedyi
Pterygoplichthys ambrosettii
Rhamdia quelen
Rinelocaria sp.
Serrapinus notomelas
Steindachnerina brevipinna
Synbranchus marmoratus

Trichomycterus sp.



Geophagus brasiliensis Phalloceros harpagos
Gymnogeophagus sp. Phenarcorhamdia tenebrosa
Gymnotus inaequilabiatus Piarbacus stramineus
Gymnotus pantanal Pimelodella avanhandavae
Gymnotus sylvius Pimelodella gracilis
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Aviso: en azul se muestran las especies que tuvieron secuenciamiento exitoso.
Fuente: de los autores, 2024.



Apéndice 3 — Comparacioén de similaridad de las OTUs generadas entre el banco de datos local y el GenBank

Punto BR2

#OTU ID
0dbc863c89be47cf74d5fa3b
94d82215

d55f24df2f12023bfeflacaa3
b22bd1f

ac353272f9305cd5263f6d2d
160b9bdd

d2157e6f2afae7aad7e2de93
dbf622d4

¢57c4508929739e9707fb9f8
d5fc4c3d

99¢12086167a0d51973dcdf
99931fe36

5ch6e56a7c¢1059f1d476f104
f492669a

3bb5cc8ca4131d530345729
798bc74a0

00986e17a888a117edb4030
62dc6c235

069e85b55e5beed7d29fb39
85e3bbdOe

0273bf64679f821358645cdf
880c92da

96d288c2f60db208d1f3607b
80a871a8

af3ee695d51e06e5b7a8de7
7061bce32

50eab7af7cOb2d6cala77a7
85aecd610

5blab2fa3b6ead496711elbb
83d7ad4e5

Especie ref. mas pro-
xima

Astyanax lacustris
Astyanax lacustris
Astyanax lacustris
Oreochromis niloticus
Oreochromis sp.
Hypostomus francisci
Gymnotus sylvius
Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus

Psalidodon fasciatus

Hypoptopoma incogni-
tum

Pseudoplatystoma reti-

culatum
Pimelodus yuma

Abramites hypselono-
tus

Solanum lycopersicum
(tomate)

Ident. Taxonomia
Astyanax lacus-
100 tris
Astyanax lacus-
99,476 tis
99,476 Astyana_x lacus-
tris
Oreochromis ni-
400 loticus
Oreochromis
100 sp.
Hypostomus
100 francisci
100 Gymn_otus
sylvius
Psalidodon fas-
99,479 ciatus
Psalidodon fas-
99,476 ciatus
98,958 Psalidodon
96,875 Siluriformes
92,147 Siluriformes
91,005 Siluriformes
89,175 @ Characiformes
84,255 Solanales

Nivel
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Género

Orden
Orden
Orden
Orden

INESP.

Especie ref. mas
préxima

Astyanax lacustris
Astyanax lacustris

Astyanax lacustris
Oreochromis niloti-
cus

Oreochromis niloti-
cus

Hypostomus striga-
ticeps
Gymnotus silvius
Psalidodon aff. pa-
ranae/fasciatus

Psalidodon aff. pa-
ranae/fasciatus

Psalidodon aff. pa-
ranae/fasciatus

Ancistrus sp

Rhamdia quelen

Heptapterus muste-
linus
Characidium aff.
Zebra

no blastd

100

99,7

99,7

98,4

100

100

100

99,7

99,5

99,5

100

99,7

100

100

Taxonomia
Astyanax lacustris
Astyanax lacustris
Astyanax lacustris

Oreochromis sp.

Oreochromis niloticus

Hypostomus strigati-
ceps

Gymnotus silvius

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Ancistrus sp
Rhamdia quelen
Heptapterus mustelinus
Characidium aff. Zebra

Tomate
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Ident.

Nivel
Especie
Especie
Especie
Género
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie

INESP.
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#OTU ID
c57¢4508929739e9707fb9f8d
5fc4c3d

45de53bffdbc4695¢c56bdb95d
5e105a3

d2157e6f2afae7aad7e2de93
dbf622d4

572fccc004715e4d8clab49a
29ce867a

3bb5cc8ca4131d5303457297
98bc74a0

fefafldea62d2cce-
ceb855358201ce8¢c

00986e17a888a117edb4030
62dc6c235

4ae26a0cffof332e3a0c88058
dOaa72d

08f1392¢2b1c930e6d4f818f3f
85475d

3141e4bc356c2895c2ef7276
005bae77

el3e569adae62¢34b76c64c0
3e4d837c

ce7cbhal4f015923097d877d7
9521643b

965cfbb34760a160d23ac0d5
45dd09cf

af3ee695d51e06e5b7a8de77
061bce32

6d246ef0c951bace0727cc28
80377fba

Especie ref. mais
préoxima

Oreochromis sp.

Oreochromis sp.

Oreochromis niloti-
cus

Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus

Psalidodon fasciatus

Hypostomus fran-
cisci

Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus
Brycon henni

Pimelodus yuma

Parexocoetus
brachypterus

Ident.

100

99,476

100

100

99,479

99,479

99,476

99,482

98,958

98,953

98,438

98,438

93,75

91,005

85,492

Taxonomia

Oreochromis
sp.
Oreochromis
sp.

Oreochromis ni-
loticus

Psalidodon fas-
ciatus

Psalidodon fas-
ciatus

Psalidodon fas-
ciatus

Psalidodon fas-
ciatus

Hypostomus
francisci

Psalidodon

Psalidodon

Psalidodon

Psalidodon

Characiformes

Siluriformes

Beloniformes

Nivel
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Género
Género
Género
Género

Orden
Orden

Orden

Especie ref. mais
préxima

Oreochromis niloti-
cus

Oreochromis niloti-
cus

Oreochromis niloti-
cus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Hypostomus al-
bopunctatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Piabarcus strami-
neus

Heptapterus musteli-
nus

Crenicichla britskii

Ident.

100

99,7

98,4

100

99,7

99,7

99,5

100

99,5

99,2

99,2

99,2

98,7

100

100

Taxonomia
Oreochromis niloticus
Oreochromis niloticus

Oreochromis niloticus
Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Hypostomus albopuncta-

tus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Piabarchus sp.

Heptapterus mustelinus

Crenicichla britskii

Nivel
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Género
Especie

Especie




Punto BR6
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#OTU ID
e223d74che4alal670bc37e
59f2574a4

942c48c24a22c2cf89¢c50661
19fe45b4

31654eb956dfe4a69f8cal858
d392bcfo

04804f0502cb54117fdb07d4
aa716866

572fccc004715e4d8clab49a
29ce867a

e4ae2a41db365d02ff38bedl
058f8d0e

fefafldea62d2cce-
ceb855358201ce8c

0dbc863c89be4 7cf74d5fa3b
94d82215

cf3cd53530d42742ad5eale2
b9f2ae7d

0273bf64679f821358645cdf8
80c92da

18508302809aed0Oclc3ddel
2b0138563

965cfbb34760a160d23ac0d5
45dd09cf

23278560c625db83784ae7fb
09aefdc2

86¢c4e20f4a6f8c7359c1f2a0f
04032b4

af3ee695d51e06e5b7a8de7
7061bce32

e0595548099abf158201cla7
d500e794

Especie ref. mas
préoxima

Geophagus brasilien-
sis

Geophagus brasilien-
sis

Geophagus brasilien-
sis

Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus

Astyanax lacustris
Hypostomus ancis-
troides

Hypoptopoma incog-
nitum

Hypoptopoma incog-
nitum
Brycon henni
Geophagus brasilien-
sSis
Pseudoplatystoma re-
ticulatum

Pimelodus yuma

Labracinus cyclop-
hthalmus

Ident.

100

99,476

99,476

100

100

99,479

99,479

100

98,964

96,875

96,354

93,75

92,228

91,623

91,005

87,027

Taxonomia
Geophagus bra-
siliensis
Geophagus bra-
siliensis
Geophagus bra-
siliensis
Psalidodon fas-
ciatus

Psalidodon fas-
ciatus

Psalidodon fas-
ciatus

Psalidodon fas-
ciatus

Astyanax lacus-
tris

Hypostomus
Siluriformes
Siluriformes
Characiformes
Perciformes
Siluriformes
Siluriformes

Perciformes

Nivel
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Género

Orden
Orden
Orden
Orden
Orden
Orden

Orden

Especie ref. mas
préxima

Geophagus brasi-
liensis

Geophagus brasi-
liensis

Geophagus brasi-
liensis

Psalidodon aff. pa-
ranae/fasciatus

Psalidodon aff. pa-
ranae/fasciatus

Psalidodon aff. pa-
ranae/fasciatus

Psalidodon aff. pa-
ranae/fasciatus

Astyanax lacustris

Hypostomus ancis-
troides

Ancistrus sp.

Ancistrus sp.

Piabarcus strami-
neus

Geophagus brasi-
liensis

Rhamdia quelen

Heptapterus muste-
linus

Crenicichla britskii

Ident.

99,7

99,5

99,5

99,5

100

100

99,7

100

99,2

100

99,7

98,7

95,9

100

100

99,7

Taxonomia
Geophagus brasiliensis
Geophagus brasiliensis

Geophagus brasiliensis

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Astyanax lacustris

Hypostomus ancistroi-
des

Ancistrus sp.
Ancistrus sp.
Piabarchus
Cichliformes
Rhamdia quelen
Heptapterus mustelinus

Crenicichla britskii

Nivel
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Género

Orden
Especie
Especie

Especie




100

Punto BR8

Especie ref.

#OTU ID mas pro-

Xima

0dbc863c89bea7ci74d5fa3boddszels  Asyanax la-
custris

ac353272f9305cd52631602d160bobdd  ~Styanax la-
custris

d55124df2f12023bfeflacaa3b22bdlf  /Syanax la-
custris

5ch6e56a7c1059f1d476f104f492669a  CYMNots
sylvius

Hypostomus

4ae26a0cffof332e3a0c88058d0aa72d francisci

d2157e6f2afae7Taad7e2de93dbi622da O EOCNO-

mis niloticus

Oreochro-

fffd00894c4c369bd0ce7f8bfeb97370  mis esculen-
tus

Oreochro-

0011c8cd0da8b87e8a9d70bc4ded37d4 mis niloticus
57c4508929739e9707fbof8d5fcacad  Oreochro-
mis sp.

bfc7d974020d9017d60380324a84f246 Orﬁgcshgo'

Psalidodon

572fccc004715e4d8clab49a29ce867a fasciatus

Of6af7e196aeb9889ca71a051e3324ch  Olgosarcus
argenteus

324a349h77863512b6955(8ele6afbas  CYMNowWs
sylvius

Hypostomus

1dbe8a2d6f01c9a710e3970129a5ef1b

ancistroides

Ident.

100

99,47
6

99,47
6

100

99,48
2

100

98,94
7

99,47
6

100

99,47
6

100

97,38

97,93

97,92

Taxonomia

Astyanax lacustris
Astyanax lacustris
Astyanax lacustris
Gymnotus sylvius

Hypostomus francisci

Oreochromis niloti-
cus

Oreochromis niloti-
cus

Oreochromis niloti-
cus

Oreochromis sp.

Oreochromis sp.

Psalidodon fasciatus

Characidae
Gymnotidae

Loricariidae

Nivel

Especie
Especie
Especie
Especie
Especie

Especie

Especie

Especie
Especie

Especie

Especie

Familia
Familia

Familia

Especie ref.
mas proxima

Astyanax la-
custres

Astyanax la-
custres

Astyanax la-
custres

Gymnotus
sylvius
Hypostomus
albopunctatus

Oreochromis
niloticus

Oreochromis
niloticus

Oreochromis
niloticus

Oreochromis
niloticus

Oreochromis
niloticus

Psalidodon aff
paranae/fas-
ciatus

Oligosarcus
paranaensis

Gymnotus
ineaquilabiatus

Hypostomus
ancistroides

Identi-
dade

100

99,7

99,7

100

100

98,4

99,2

98,2

100

99,7

100

99,7

100

99,7

Taxonomia

Astyanax lacustres
Astyanax lacustres
Astyanax lacustres

Gymnotus sylvius

Hypostomus al-
bopunctatus

Oreochromis sp.

Oreochromis niloti-
cus

Oreochromis sp.
Oreochromis niloti-
cus
Oreochromis niloti-
cus

Psalidodon aff para-
nae/fasciatus

Oligosarcus para-
naensis

Gymnotus ineaquila-
biatus

Hypostomus ancis-
troides

Nivel

Especie
Especie
Especie
Especie
Especie

Género

Especie

Género
Especie

Especie

Especie

Especie
Especie

Especie



6d246ef0c951bace0727cc2880377f5a

965cfbb34760a160d23ac0d545dd09cf

a30526403hd124e9ade109fce74614b5

74c6283c343e14810716e1691b3103d
5

d8992e5ab4bf69f2148da3c49c2f04b7

6c3a31194d9145534541f56f91fa911

fef5f2326617ad66b4932f9¢c3386h9%ea

084058a758d6d1bab7e79e50falb450f

28b734e8fbd4653d4bcb0023f74b9ab8

b353f5b575afab1a65586c018d55259b

0273bf64679f821358645cdf880c92da

af3ee695d51e06e5b7a8de77061bce32

86c4e20f4a6f8c7359c1f2a0f04032b4

Parexo-
coetus
brachypte-
rus

Brycon
henni

Hoplias ma-
labaricus

Hoplias in-
termedius

Curimata
mivartii

Brycon
henni

Brycon
henni

Cyanophora
biloba (alga)

Astronotus
ocellatus

Astronotus
ocellatus

Hypopto-
poma incog-
nitum

Pimelodus
yuma

Pseudo-
platystoma
reticulatum

85,49

93,75

96,37

87,75

96,37

93,22

93,22

82,19

87,17

87,69

96,87

91,00

91,62

Beloniformes

Characiformes

Characiformes

Characiformes

Characiformes

Characiformes

Characiformes

Glaucocystales

Perciformes

Perciformes

Siluriformes

Siluriformes

Siluriformes

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

INESP.

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Creniciclha
brityski

Piabarcus
Stramineus

Hoplias misio-
nera

Hoplias misio-
nera

Bryconame-
ricus exodon

Piabarcus Str-
mineus

Piabarcus Str-
mineus
no blasté
Crenicichla ja-
guariensis

Crenicichla ja-
guariensis

Ancistrus sp.

Heptapterus
mustelinus

Rhamdia que-
len

100

98,7

100

91,8

95,1

98,4

98,4

99,5

99,7

100

100

100

Creniciclha brityski

Piabarchus sp.

Hoplias misionera

Characiformes

Characiformes

Piabarchus sp.

Piabarchus sp.

ALGA VERDE

Crenicichla jagua-
riensis

Crenicichla jagua-
riensis

Ancistrus sp.

Heptapterus musteli-
nus

Rhamdia quelen

101

Especie

Género

Especie

Orden

Orden

Género

Género

INESP

Especie

Especie

Especie

Especie

Especie




Punto BR9

102

#OTU ID

572fccc004715e4d8clab49a29ce867a

5e9b7bf2ebc7dddd4ce9501db6ff8ad3

881053e09e45cd88f28100c271b12679

4535aaefbaab7aee02ccae9377bbf7bf

e223d74che4alal670bc37e59f2574a4

5ch6e56a7c1059f1d476f104f492669a

0dbc863c89be47cf74d5fa3b94d82215

82ff4662d242ec495417bed8beb4e322

b86clda28ec3fb5001a0459e0be9f5fd

7194df3096¢ff7f506acab6ae9f618d53

20f5e011589ad539bd62b49681fa509c

57c99162abe91abf21399b7cfod6cf67

154bb9170a0db44f2b76bbab2b86081e

Especie ref.
mas proxima

Psalidodon fas-
ciatus

Psalidodon fas-
ciatus

Psalidodon fas-
ciatus

Psalidodon fas-
ciatus

Geophagus
brasiliensis

Gymnotus
sylvius

Astyanax la-
custris

Psalidodon fas-
ciatus

Psalidodon fas-
ciatus

Hypoptopoma
incognitum

Corydoras pa-
leatus

Oligosarcus ar-
genteus

Corydoras pa-
leatus

Ident.

100

99,479

99,479

99,479

100

100

100

98,958

97,917

96,891

96,875

96,842

95,833

Taxonomia

Psalidodon fascia-
tus

Psalidodon fascia-
tus

Psalidodon fascia-
tus

Psalidodon fascia-
tus

Geophagus brasi-
liensis

Gymnotus sylvius

Astyanax lacustris

Psalidodon

Characidae

Siluriformes
Siluriformes
Characiformes

Siluriformes

Nivel

Especie

Especie

Especie

Especie

Especie

Especie

Especie

Género

Familia

Orden
Orden
Orden

Orden

Especie ref.
mas préoxima

Psalidodon aff.
paranae/fascia-
tus

Psalidodon aff.
paranae/fascia-
tus

Psalidodon aff.
paranae/fascia-
tus

Psalidodon aff.
paranae/fascia-
tus

Geophagus bra-
siliensis
Gymnotus silvius
Astyanax lacus-
tris

Psalidodon aff.
paranae/fascia-
tus

Psalidodon aff.
paranae/fascia-
tus

Ancistrus sp.
Corydoras cf pa-

leatus
Gymnogeopha-
gus sp.

Corydoras cf pa-
leatus

Ident

100

99,7

99,7

99,7

99,7

100

100

99,5

99,2

99,7

100

100

99,5

Taxonomia

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Geophagus brasiliensis
Gymnotus silvius
Astyanax lacustris

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Ancistrus sp.
Corydoras cf paleatus
Gymnogeophagus sp.

Corydoras cf paleatus

Nivel

Especie

Especie

Especie

Especie

Especie

Especie

Especie

Especie

Especie

Especie
Especie
Especie

Especie



965cfbb34760a160d23ac0d545dd09cf

640c70d0a2aa8910717226be20a0cad2

fef5f2326617ad66b4932f9c3386h9%ea

6c3a31194d9145534541ff56f91fa911

57e8f0324d6a50d0affe4b8f70e7eff8

ad0e18dd95068611694187fcla27cc6a

92f4b482d6f46b16f23ffc744cb0dd36

6d246ef0c951bace0727cc2880377f5a

d53aa43da759db269299d27cd5660ffd

Brycon henni

Berkeleya fen-
nica (alga ma-
rrom)

Brycon henni

Brycon henni

Pseudoplatys-
toma reticula-
tum

Pimelodus
yuma

Clarias gariepi-
nus

Parexocoetus
brachypterus

Cycas taitun-
gensis (Cyca —
coqueiro)

93,75

93,548

93,229

93,229

91,099

90,476

89,947

85,492

80,426

Characiformes

Naviculales

Characiformes

Characiformes

Siluriformes

Siluriformes

Siluriformes

Beloniformes

Cycadales

Orden

INESP.

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

INESP.

Piabarcus stra-
mineus

no blasté

Piabarcus stra-
mineus

Piabarcus stra-
mineus

Rhamdia quelen

Heptapterus
mustelinus

Cambeva davisi

Crenicichla
britskii

no blastd

98,7

98,4

98,4

99,5

99,7

100

100

Piabarchus

ALGA MARROM

Piabarchus

Piabarchus

Rhamdia quelen

Heptapterus mustelinus

Cambeva davisi

Crenicichla britskii

CYCA — Gymnosperma

103

Género

INESP.

Género

Género

Especie

Especie
Especie

Especie

INESP.




Punto BR11
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#OTU ID
e223d74cbe4alal670bc37
e59f2574a4

31654eb956dfe4a69f8cal85
8d392hcf0

572fccc004715e4d8clab49
a29ce867a

fefafldea62d2cce-
ceb855358201ce8¢c

5ch6e56a7c1059f1d476f10
4f492669a

a6f48a43cf3d31c79587220
7f624aa7c

cf3cd53530d42742ad5eale
2b9f2ae7d

3ec6ab920bf5f74bd570773
e4840ae98

82ff4662d242ec495417bed
8beb4e322

de8b19a679ab56423ecc92
b75d6a3369

edfd83a3b0a4e833c8a20c5
ael77be%b

0273bf64679f821358645cdf
880c92da

01a86721100fec244c523e3
452be16ff

965cfbb34760a160d23ac0d
545dd09cf

fef5f2326617ad66b4932f9c
3386b9%ea

6c3a31194d9145534541ff5
6f91fa911

Especie ref. mas proxima
Geophagus brasiliensis
Geophagus brasiliensis

Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus
Gymnotus sylvius
Cichlasoma dimerus
Hypostomus ancistroides
Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus
Oligosarcus argenteus
Oligosarcus argenteus
Hypoptopoma incognitum
Corydoras paleatus
Brycon henni
Brycon henni

Brycon henni

Ident.

100

99,476

100

99,479

100

100

98,964

98,958

98,958

97,382

97,382

96,875

94,792

93,75

93,229

93,229

Taxonomia
Geophagus bra-
siliensis
Geophagus bra-
siliensis
Psalidodon fas-
ciatus

Psalidodon fas-
ciatus

Gymnotus
sylvius

Cichlasoma di-
merus

Hypostomus
Psalidodon
Psalidodon
Characidae
Characidae
Siluriformes
Siluriformes

Characiformes
Characiformes

Characiformes

Nivel
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Género
Género
Género
Familia
Familia

Orden
Orden
Orden
Orden

Orden

Especie ref. mas
préxima

Geophagus brasi-
liensis

Geophagus brasi-
liensis

Psalidodon aff. pa-
ranae/fasciatus

Psalidodon aff. pa-
ranae/fasciatus
Gymnotus silvius
Cichlasoma cf. di-
merus

Hypostomus ancis-
troides

Psalidodon aff. pa-
ranae/fasciatus

Psalidodon aff. pa-
ranae/fasciatus

Oligosarcus para-
naensis

Oligosarcus para-
naensis
Ancistrus sp.
Corydoras cf. palea-
tus

Piabarcus strami-
neus

Piabarcus strami-
neus

Piabarcus strami-
neus

Ident.

99,7

99,5

100

99,7

100

99,7

99,2

99,5

99,5

99,2

99,5

100

97,9

98,7

98,7

98,4

Taxonomia
Geophagus brasiliensis

Geophagus brasiliensis
Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus
Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Gymnotus silvius

Cichlasoma cf. dimerus
Hypostomus ancistroi-
des

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Oligosarcus paranaen-
sis

Oligosarcus paranaen-
sis

Ancistrus sp.
Corydoras
Piabarchus
Piabarchus

Piabarchus

Nivel
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Género
Género
Género

Género



29a41ab1b74cf7d3bef067b
296¢f3f56

70634894c728ee-
bac7344170a4c04aff

af3ee695d51e06e5b7a8de
77061bce32

b353f5b575afab1a65586¢0
18d55259b

c486d0d16faa5d284d67684
62fdebacb

e0595548099abf158201cla
7d500e794

792f03d991d0d0cf769e3a0
1d0020091

Aequidens metae

Pseudoplatystoma reticula-
tum

Pimelodus yuma
Astronotus ocellatus
Astronotus ocellatus

Labracinus cyclophthalmus

Chlorokybus atmophyticus
(alga verde)

92,228

92,147

91,005

87,692

87,692

87,027

81,124

Perciformes

Siluriformes

Siluriformes

Perciformes

Perciformes

Perciformes

Klebsormidiales

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Geophagus brasi-
liensis

Pimelodella gracilis

Heptapterus muste-
linus

Crenicichla jagua-
rensis

Crenicichla jagua-
rensis

Crenicichla britskii

no blastd

95,9

99,7

100

99,7

100

99,5

Cichliformes

Pimelodella gracilis

Heptapterus musteli-
nus

Crenicichla jaguarensis
Crenicichla jaguarensis
Crenicichla britskii

ALGA VERDE

105

Orden
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie

INESP




Punto BR12
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#OTU ID
572fccc004715e4d8clab49a
29ce867a

58d7970e9c874bcla50a7e4ff
d32faf4

4535aaefbaa57aee02ccae93
77bbf7bf

e223d74cbhedalal670bc37e5
9f2574a4

31654eb956dfe4a69f8ca858
d392bcf0

0273bf64679f821358645cdf8
80c92da

57e8f0324d6a50d0affe4b8f7
Oe7eff8

26a62617496beee20ae4e00
e€59a38532

0fb583482cc37b5f96f23bc61
19b0cf3

ae662bb46043e3641675623f
6ae8447a

6d246ef0c951bace0727cc28
80377f5a

Especie ref. mas
préxima

Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus

Psalidodon fasciatus
Geophagus brasilien-
sis

Geophagus brasilien-
sis

Hypoptopoma incogni-
tum

Pseudoplatystoma re-
ticulatum

Diplomystes nahuel-
butaensis

Abramites hypselono-
tus

Abramites hypselono-
tus

Parexocoetus brachy-
pterus

Ident.

100

99,479

99,479

100

99,476

96,875

91,099

89,175

88,66

88,144

85,492

Taxonomia
Psalidodon fas-
ciatus

Psalidodon fas-
ciatus

Psalidodon fas-
ciatus

Geophagus bra-
siliensis
Geophagus bra-
siliensis
Siluriformes
Siluriformes
Siluriformes
Characiformes

Characiformes

Beloniformes

Nivel
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie

Orden
Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Especie ref. mas
préoxima

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Geophagus brasilienis
Geophagus brasilienis
Ancistrus sp.
Rhamndia quelem

Cambeva davisis

Characidium aff. Ze-
bra
Characidium aff. Ze-
bra

Crenicichla britskii

Ident.

100

99,7

99,7

99,7

99,5

100

99,5

99,7

99,7

99,2

100

Taxonomia

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Geophagus brasilienis
Geophagus brasilienis
Ancistrus sp.
Rhamndia quelem
Cambeva davisis
Characidium aff. Zebra
Characidium aff. Zebra

Crenicichla britskii

Nivel
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie

Especie




107

Especie ref. mas pro- Especie ref. mas pro-

#OTU ID : Ident  Taxonomia Nivel ) Ident. Taxonomia Nivel
xima xima
Odb0863089§§;'27f;74d5fa3b94 Astyanax lacustris 100 Astyarlerlé e Especie Astyanax lacustris 100 Astyanax lacustris Especie
5ch6e56a7¢1059f1d476f104f4 , Gymnotus . I _ .
92669a Gymnotus sylvius 100 sylvius Especie Gymnotus silvius 100 Gymnotus silvius Especie
4ae26a0cffof332e3a0c88058d .. 99,48 Hypostomus . Hypostomus albopunc- Hypostomus albopunc- .
0aa72d Hypostomus francisci 5 A Especie tatus 100 - Especie
82ff4662d242ec495417bed8be . : 98,95 . . Psalidodon aff. para- Psalidodon aff. para- .
bde322 Psalidodon fasciatus 8 Psalidodon Género nae/fasciatus 99,5 nae/fasciatus Especie
bb7ebd141f02015ee£?ccljiad6aa3883 Gymnotus sylvius 97é93 Gymnotidae Familia Gymnotus pantanal 100 Gymnotus pantanal Especie
0273bf646791821358645cdf88  Hypoptopoma incogni- 96,87 Siluriformes Orden Ancistrus sp. 100 Ancistrus sp. Especie
0c92da tum 5
70634894c728ee- Pseudoplatystoma reti- 92,14 A . . . . .
bac7344170a4c04aff culatum 7 Siluriformes Orden Pimelodella gracilis 99,7 Pimelodella gracilis Especie
86c4e20f4a6f8¢c7359c1f2a0f04 Pseudoplatystoma reti- 91,62 _— . . .
032b4 culatum 3 Siluriformes Orden Rhamndioa quelem 100 Rhamdia quelem Especie
26a62617496beee20aed4e00e5 Diplomystes nahuelbu- 89,17 — . .. .
9238532 taensis 5 Siluriformes Orden Cambeva davisi 99,7 Cambeva davisi Especie
6d246ef0co51bace0727cc2880  Parexocoetus brachy- 85,49 Beloniformes  Orden Crenicichla britskii 100 Crenicichla britskii Especie

377fba pterus 2




Punto BR14

#OTU ID

572fccc004715e4d8clab49a29
ce867a

2758d4ae3c8897869105fbal50
974830

58d7970e9c874hcla50a7e4ffd3
2f4f4

4535aaefbaas57aee02ccae9377
bbf7bf

1d0f107e1196bab79575873777
21688f

274bb07f097a68f2f8b222cb240
abaa8

09196¢7a3137abd-
beb08b0c8889calc3

0273bf64679f821358645cdf880
c92da

965cfbb34760a160d23ac0d545
dd09cf

9900f87908e84ff5c47b6215731
8e25c

26e98b8884c9e6d1021ccOal74
7car’3l

57e8f0324d6a50d0affe4b8f70e
7eff8

xima

Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus
Psalidodon fasciatus

Psalidodon fasciatus

Hypoptopoma incogni-
tum

Brycon henni

Brycon henni

Pseudoplatystoma reti-

culatum

Pseudoplatystoma reti-

culatum

Ident.

100

99,47

99,47

99,47

98,95

98,95

98,43

96,87

93,75

92,70

91,62

91,09

Taxono-
mia
Psalidodon
fasciatus

Psalidodon
fasciatus

Psalidodon
fasciatus

Psalidodon
fasciatus

Psalidodon

Psalidodon

Psalidodon
Silurifor-
mes

Characifor-
mes

Characifor-
mes

Silurifor-
mes

Silurifor-
mes

Nivel
Especie
Especie
Especie
Especie
Género
Género
Género

Orden
Orden
Orden
Orden

Orden

Especie ref. mas pro-

xima

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Ancistrus sp.

Piabarcus stramineus

Piabarcus stramineus

Rhmandia quelen

Rhmandia quelen

Ident.

100

99,7

99,7

99,7

99,5

99,5

99,2

100

98,7

98,2

99,7

99,5

Taxonomia
Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Psalidodon aff. para-
nae/fasciatus

Ancistrus sp.
Piabarchus
Piabarchus

Rhmandia quelen

Rhmandia quelen
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Especie ref. mas pro-

Nivel
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Especie
Género
Género
Especie

Especie
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#OTU ID SERECE r?f' Mas Pro-qent. Taxonomia Nivel Espem,e Fef- mas Ident. Taxonomia Nivel
xima préoxima
€223d74cbe4alal670bc37e5 S Geophagus : Geophagus brasilien- S :
9f2574a4 Geophagus brasiliensis 100 R Especie sis 99,7 Geophagus brasiliensis Especie
bbceld?lbé??gggzz 43df19b37 Astyanax lacustris 100 Astyaq?i)é Eere: Especie Astyanax lacustris 99,7 Astyanax lacustris Especie
OdbcB63c89bearci74d5fa3b9 Astyanax lacustris 100 Astyana_x Eere: Especie Astyanax lacustris 100 Astyanax lacustris Especie
4d82215 tris
572fccc004715e4d8clab49a2 . . Psalidodon fas- . Psalidodon aff. para- Psalidodon aff. para- .
9ce867a Psalidodon fasciatus 100 ciatus SR nae/fasciatus 100 nae/fasciatus Bt
5ch6e56a7c¢1059f1d476f104f4 . Gymnotus : . : :
92669a Gymnotus sylvius 100 sylvius Especie Gymnotus sylvius 100 Gymnotus sylvius Especie
7194af3096¢ff7f506acabaedf6 Hypoptopoma incogni- 96,9 Siluriformes Orden Ancistrus sp. 99,7 Ancistrus sp. Especie
18d53 tum
2015e011589ad539bd62b496 Corydoras paleatus 96,9 Siluriformes Orden Corydoras cf. palea- 100 Corydoras cf. paleatus  Especie
81fa509c tus
d8992e5ab§;fi§fé27148da3c49 Curimata mivartii 96,4 Characiformes Orden Knodus moenkausi 94,8 Characiformes Orden
931fabdaed220475a36272b0c - Hypoptopoma incogni- 96,4 Siluriformes Orden Ancistrus sp. 99,5 Ancistrus sp. Especie
de71035 tum
d8d69e8586080d9184ffa3daa Prochilodus lineatus 94,8 Characiformes  Orden Piabrachus strami- 100 Piabrachus stramineus Especie
d7c8071 neus
899¢55d06014861c2ee2fBle12 Lebiasina astrigata 93,8 Characiformes  Orden Piabrachus strami- 98,4 Piabarchus Género
5b9fa3 neus
965cfbb34760a160d23ac0d54 Brycon henni 93,8 Characiformes  Orden Piabrachus strami- 98,7 Piabarchus Género
5dd09cf neus
6c3a31194d9145534541ff56f9 Brycon henni 93,2 Characiformes  Orden Piabrachus strami- 98,4 Piabarchus Género
1fa911 neus
fef572326617ad66b4932f9c33 Brycon henni 93,2 Characiformes  Orden Piabrachus strami- 98,4 Piabarchus Género
86b9%ea neus
57e8f0324d6a50d0affe4b8f70 Pseudoplatystoma reti- A . . :
o7eff8 culatum 91,1 Siluriformes Orden Rhamdia quelem 99,5 Rhamdia quelem Especie
9214b482d6146b16f23ffc744ch Clarias gariepinus 89,9 Siluriformes Orden Cambeva davisi 100 Cambeva davisi Especie

0dd36



c486d0d16faa5d284d6768462
fdebach

16d41f50d016c0963609c0729
9c3a449

ee0fb9261383d5631cacd78d2
40a042f

28f84bdcb969486a9b1306d4c
cefddde

6d246ef0c951bace0727cc288
0377f5a

Astronotus ocellatus

Astronotus ocellatus

Astronotus ocellatus
Labracinus cyclop-
hthalmus

Parexocoetus brachy-
pterus

87,7

87,2

87,2

86,4

85,5

Perciformes

Perciformes

Perciformes

Perciformes

Beloniformes

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Crenicichla jaguaren-
sis

Crenicichla jaguaren-
sis

Crenicichla jaguaren-
sis

Crenicichla britskii

Crenicichla britskii

100

99,7

99,7

99,2

100

Crenicichla jaguarensis

Crenicichla jaguarensis

Crenicichla jaguarensis

Crenicichla britskii

Crenicichla britskii
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Especie

Especie

Especie

Especie

Especie
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Punto BR16
Especie ref. . .
#0OTU ID mas proxima Ident. Taxonomia Nivel
98,44 Hyposto- Hypostomus an- Hypostomus ancis-
2a453ff95b7fe0225¢c97dda52e117357 Hypostomus ancistroides i mus ancis- Género | YPOSON 100 yp . Especie
6 ; cistroides troides
troides
965cfbb34760a160d23ac0d545dd09cf Brycon henni 93,75 Cha:;itgfor- Orden Plabar::icnr;uussstra- 98,7 Piabarchus Género
92f4b482d6f46b16f23ffc744cb0dd36 Clarias gariepinus 89%94 Siluriformes Orden Cambeva davisi 100 Cambeva davisi Especie
7194df3096cff7f506acabae9f618d53 Hypoptopoma incognitum 96i89 Siluriformes  Orden Ancistrus sp. 99,7 Ancistrus sp. Especie

26e98h8884c9e6d1021ccO0al747ca73  Pseudoplatystoma reticula- 91,62 Siluriformes  Orden Rhamndia que-

1 um 3 len 99,7 Rhamndia quelen  Especie
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#OTU ID SERECE r?f' Mas PO~ |dent. Taxonomia Nivel EspeC|,e- r_ef. mas Ident. Taxonomia Nivel
xima préoxima
Odbc863c89bed 7cf74d5fa3b94d Astyanax lacustris 100 Astyana_x e Especie @ Astyanax lacustris 100 Astyanax lacustris Especie
82215 custris
d55f24df2f120b2 d31t;fef1aeaa3b22 Astyanax lacustris 99,5 ASthQ;); - Especie @ Astyanax lacustris 99,7 Astyanax lacustris Especie
ac353272f9305¢d52636d2d160 Astyanax lacustris 99,5 Astyana_x - Especie @ Astyanax lacustris 99,7 Astyanax lacustris Especie
b9bdd custris
bbceld71b2b3277243df19b37b . Astyanax alti- . . . :
c7C552 Astyanax altiparanae 100 paranae Especie @ Astyanax lacustris 99,7 Astyanax lacustris Especie
5cb6e56a7¢1059f1d476104149 Gymnotus sylvius 100 Gymn_otus Especie = Gymnotus sylvius 100 Gymnotus sylvius Especie
2669a sylvius
933606ch8393578cbf2feaa4944 Hypophthalmichthys no- Hypophthalmi- : . :
fd53f bilis 100 chthys nobilis Especie = Gymnotus Sylvius 92,6 Gymnotiformes Orden
a6f48a43cf3d31c795872207f62 . . Cichlasoma di- : Cichlasoma aff. di- Cichlasoma aff. dime- .
Cichlasoma dimerus 100 Especie 99,7 Especie
4aa’ic merus merus rus
d2157e6f2afae7aad7e2de93dbf o Oreochromis . Orechromis niloti- . .
622d4 Oreochromis niloticus 100 niloticus Especie . 98,4 Oreochromis Género
€57¢c4508929739e9707fb9f8d5fc Oreochromis sp. 100 Oreochromis Especie Orechromis niloti- 100 Orechromis niloticus ~ Especie
4c3d Ssp. cus
b352c5e3f6a7a52d30139cc98bc Apteronotus albifrons 99.0 Apte(onotus Especie Apterlnptus aff. Al- 99.7 Apterinotus aff. Albi- Especie
90dc6 albifrons bifrons frons
fffd00894c4c369bdOce 7fBbiebd7 Oreochromis esculentus 98,9 Ore_o chromls Especie Orechromis niloti- 99,2 Orechromis niloticus  Especie
370 niloticus cus
324a349b77863512b6955f8ele . . - Gymnotus inaequi- Gymnotus inaequila- .
6afba3 Gymnotus sylvius 97,9 Gymnotidae Familia labiatus 100 biatus Especie
bb7ebd141f2C15eeS?(<iliad6aa38830 Gymnotus sylvius 97,9 | Gymnotidae Familia = Gymnotus pantanal 100 Gymnotus pantanal  Especie
67949564685155851c148444e4 Salminus brasiliensis 97,4 Bryconidae Familia Piabarchus strmi- 94,5 Characiformes Orden
77634c neus
€08f4187935fdbd39314c663b0  Hypoptopoma incogni- 96,4 Siluriformes Orden Ancistrus sp. 99,5 Ancistrus sp. Especie
93c86 tum
08992e5ab4bf692148da3c49c2 Curimata mivartii 96,4 Characiformes  Orden Knodus m.(.)enkhau' 94,8 Characiformes Orden

f04b7
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265791db6288cabalec835f1a2
073295

965cfbb34760a160d23ac0d545
dd09cf

1bd80bac2ea23c4al11620e48a2
66bbea

b9d9c4057873294e2d8f248a9e
ab5d1f

d9e383025a40cf4c9f6d3a3e539
716dd

86c4e20f4a6f8c7359c1f2a0f040
32b4

ef42ccd286b10009267bc7941c0
c6b3c

af3ee695d51e06e5b7a8de7706
1bce32

c6d5ae9acfl7a29efbf60c069c4c
b2ec

8ab7d833dfe54bb4cele590653
675039

b353f5b575afab1a65586c018d5
5259b

Oa56ee-
afda3cfal9e982616864646dad

6d246ef0c951bace0727cc28803
77f5a

Prochilodus lineatus

Brycon henni

Lebiasina astrigata

Ageneiosus pardalis

Prochilodus vimboides

Pseudoplatystoma reti-
culatum

Brycon henni

Pimelodus yuma

Oligosarcus argenteus

Schistura sikmaiensis

Astronotus ocellatus

Astronotus ocellatus

Parexocoetus brachy-
pterus

95,3

93,8

93,3

93,3

93,2

91,6

911

91,0

89,5

88,9

87,7

87,2

85,5

Characiformes

Characiformes

Characiformes

Perciformes

Characiformes

Siluriformes

Characiformes

Siluriformes

Characiformes

Cypriniformes

Perciformes

Perciformes

Beloniformes

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Orden

Piabarchus strmi-
neus

Piabarchus strmi-
neus

Knodus moenkhau-
Sii

Gymnogeophagus
sp

Apareiodon affinis

Rhamdia quelen
Serrapinus notome-
las

Heptapterus muste-
linus

Moenkhausia aff.
Intermedia
Gymnotus sylvius
Crenicichla jagua-
riensis
Crenicichla jagua-
riensis

Crenicichla britskii

100

98,7

100

94,3

93,5

100

99,7

100

100

94,1

99,7

99,5

100

Piabarchus strmineus

Piabarchus

Knodus moenkhausii

Cichliformes

Characiformes

Rhamdia quelen

Serrapinus notomelas
Heptapterus musteli-
nus
Moenkhausia aff. In-
termedia
Gymnotiformes
Crenicichla jaguarien-
sis
Crenicichla jaguarien-
sis

Crenicichla britskii
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Especie
Género
Especie
Orden
Orden
Especie
Especie
Especie
Especie
Orden
Especie
Especie

Especie

Aviso: Verde = especie; amarillo = género; naranja = familia; rojo = orden; blanco = inespecifico.
Fuente: de los autores, 2024.



Apéndice 4 — Lista de riqueza y abundancia relativa de espécies em cada punto de colecta
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Punto Especie Abundancia Punto Especie Abundancia
Tradicional eDNA Tradicional eDNA
BR2 Bryconamericus aff. 2,78% BR12 5,75% 15,09%
iheriguii
Heptapterus 31,94% 1,23% 6,90% 3,69%
mustelinus
Characidium aff. 6,94% 3,49% 2,30% 2,45%
zebra
Phalloceros 2,78% 85,06% 59,87%
harpagos
Geophagus 1,39% Geophagus 15,22%
brasiliensis brasiliensis
Psalidodon aff. 50,00% 40,16% Rhamdia quelen 2,38%
paranae
Astyanax aff. 4.17% 32,48% Crenicichla britskii 1,30%
lacustris
Oreochromis 4,63% BR13 50,00% 19,08%
niloticus
Hypostomus 0,98% Characidium aff. 16,67%
strigaticeps zebra
Gymnotus sylvius 0,78% 16,67% 0,59%
Ancistrus sp. 16,17% Hypostomus sp. 16,67%
Rhamdia quelen 0,07% Astyanax lacustris 12,48%
BR4 Bryconamericus aff. 62,96% Gymnotus silvyus 5,67%
iheringui
25,93% 0,06% Hypostomus 10,20%
albopunctatus
Geophagus 1,06% Gymnotus 4,64%
brasiliensis pantanal
Hypostomus 2,12% Ancistrus sp. 29,02%

ancistroides



Characidium aff.
zebra

Bryconamericus
exodon

Hypostomus cf.
iheringuii
Oreochromis
niloticus

Hypostomus
albpunctatus

Crenicichla britskii

BR6 Bryconamericus aff.
iheringii

Characidium aff.
zebra

Astyanax lacustres

Creniciclha britsii

BR8 Bryconamericus aff.
iheringii

0,53%

1,06%

5,82%

0,53%

20,35%

50,44%

9,73%

10,62%

5,31%

1,77%

0,88%
0,88%

43,69%

37,86%

80,40%

16,13%

3,35%

0,06%

0,10%

28,21%

54,19%

0,05%

1,01%
14,15%

0,13%
2,17%

0,48&

Pimelodella
gracilis

Canbeva davisis
Crenicichla bristkii
BR14 Cambeva davisi

Characidium agg.
Zebra

Phalloceros
harpagos

Ancistrus sp.
Rhamdia quelen

BR15 Bryconamericus
aff. iheringii

Heptapterus
mustelinus

Bryconamericus
exodon

Pimelodella
gracilis

Cetopsorhamdia
iheringi

Geophagus

77,78&

11,11%

3,70%

7,41%

31,63%

3,06%

19,39%

4,08%

36,73%

2,04%

1,02%
1,02%

1,02%

1,02%

4,15%

7,31%

6,87%

92,01%

3,40%

4,59%

21,83%

35,53%

1,36%

0,53%

13,59%
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14,56%

Bryconamericus 0,97%
exodon

1,94%
0,97%

Gymnotus silvyus

Hypostomus
alpopunctatus

Psalidodon aff.
paranae
Psalidodon aff.
fasciatus

Psalidodon aff.
fasciatus

Oligosarcus
paranaenses

Gymnotus
inaequilabiatus

Hypostomus
ancistroides

Crenicichla britskii
Hoplias missioneira

Crenicichla
Jaguarensis

BR9 Bryconamericus aff. 41,99%
iheringii
0,26%

9,09%

36,91%
0,38%

2,83%

0,60%

1,43%

0,45%

0,40%

0,52%

1,20%

4,35%

4,40%

0,12%

BR16

BR17

brasiliensis

Astyanax
lacustres

Psalidodon aff.
paranae
Psalidodon aff.
fasciatus

Gymnotus sylvius

Corydoras cf
paleatus

Piarbacus
stramineus

Crenicichla britskii

Bryconamericus
aff. iheringii

Heptapterus
mustelinus

Bryconamericus
aff. iheringii

Bryconamericus
exodon

11,36%

15,91%

6,82%

2,27%

59,09%

4,55%

2,86%

54,29%

25,71%

14,29%
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15,89%

2,94%

1,03%
1,96%

0,38%

4,96%

15,52%

0,15%

24,38%

59,96%

0,06%

6,96%



BR11

Characidium aff.
zebra

Hypostomus
ancistroides

Crenicichla
jaguarensis
Pimelodella gracilis

Oligosarcus
paranaenses

Gymnostus silvyus
Ancistrus sp.

Gymnogeophagus
sp.
Cambeva davisi

Bryconamericus aff.
iheringii

Characidium aff.

1,31%

5,77%

1,57%

0,52%

1,05%

1,31%

0,52%

0,79%

0,26%

0,26%

44,36%

35,43%

24.41%

12,60%
2,36%

1,15%

13,27%

0,27%

23,74%

0,95

31,71%

1,76%

25,71%

0,11%

1,22%

0,67%

10,70%

2,86%
Astyanax lacustris
Gymnotus sylvius

Cichlasoma cf.
dimerus

Oreochromis
niloticus

Apterionotus aff.
albifrons

Gymnotus
inaequilabiatus

Gymnotus
pantanal

Piarbacus
stramineus

Knodus
moenkhausii

Serrapinus
notomelas

Moenkhuasia aff.
Intermedia

Crenicichla
Jaguarensis

Crenicichla bristkii

0,12%

54,21%

1,96%

1,27%

3,60%

3,00%

2,00%

0,42%

3,62%

0,74%

1,07%

0,27%

8,59%

12,12%
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zebra
3,15%
12,60%
8,66%
Hypostomus sp. 0,79%

Gymnotus sylvius

Cichlasoma cf.
dimmeurs

Hypostomus
ancistroides

Oligosarcus
paranaenses

Pimelodella gracilis

Crenicichla bristkii

5,76%

58,00%

9,41%

6,35%
5,48%

1,46%

1,54%

0,23%
0,41%
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Aviso: Negro: especies que solo fueron identificadas por el método tradicional, azul: especies que solo se identificaron por eDNA metabarcoding, verde: especies

identificadas por los dos métodos.

Fuente: de los autores, 2024.
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Apéndice 5 — Fotos de la caracterizacion del paisaje de los arroyos muestreados
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Fuente: de los autores, 2024.



