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RESUMEN

La Amazonia peruana concentra una gran diversidad de peces de agua dulce, pero
persisten vacios sobre su biologia, distribucidon y variacion genética. Ante la creciente presion
antropogénica, se requieren herramientas eficientes para el monitoreo y la conservacion. El
metabarcoding de ADN ambiental (ADNa) es un método innovador, no invasivo y costo-
efectivo para inventarios bioldgicos, aunque su aplicacion en estudios poblacionales sigue poco
explorada en regiones megadiversos como la Amazonia. El presente estudio analiz6 la
capacidad del metabarcoding de ADNa para detectar polimorfismo poblacional en A. agassizii
Sp1, un ciclido amazodnico caracterizado por su marcada diferenciacion genética a microescala.
Se disefiaron y optimizaron cuatro marcadores mitocondriales polimorficos (D-loop, tRNA,
NDS5 y Cytb) y se establecio una base de referencia mediante secuenciacion Sanger a partir de
ADN de tejido. Esta referencia permite comparar los haplotipos obtenidos con secuenciacion
de nueva generacion (NGS, I[llumina MiSeq) aplicada a muestras de ADNa. El estudio se
desarroll6 en condiciones controladas de acuario y en seis sitios naturales de la region Loreto.
Los resultados mostraron que el metabarcoding de ADNa identifica haplotipos equivalentes a
los obtenidos por Sanger, demostrando su fiabilidad para detectar variacion intraespecifica.
Ademas, se evidencid una diferenciacion genética significativa entre microcuencas, incluso a
corta distancia geografica. En conjunto, los hallazgos confirman que el ADNa es una
herramienta robusta y no invasiva para estudios poblacionales, con gran potencial para el

monitoreo, la conservacion y el manejo sostenible de la biodiversidad acudtica amazonica.

Palabras clave: ADN ambiental (ADNa), Apistogramma agassizii, Polimorfismo poblacional,

Marcadores mitocondriales.



INTRODUCCION

La cuenca Amazonica alberga la mayor biodiversidad de peces de agua dulce del
planeta, con mas de 2,700 especies descritas, de las cuales cerca de 1000 habitan en la
Amazonia peruana (Dagosta & Pinna, 2019). Pese a esta enorme riqueza biologica, el
conocimiento sobre la biologia, ecologia, distribucion y estado de conservacion de muchas
especies sigue siendo limitado (Lopez Fernandez et al., 2010). A ello se suma una creciente
presion antropogénica, deforestacion, mineria, actividades petroleras, expansion urbana y
construccion de infraestructura, que amenaza la integridad de los ecosistemas acuaticos y la
seguridad alimentaria local (Butler, 2013; Castello et al., 2013). Estas presiones han debilitado
los factores que historicamente favorecieron la conservacion de la Amazonia (Myers et al.,
2000; Reis et al., 2016), colocandola en una etapa critica de perturbacion ecologica (Davidson
et al., 2012; Thomaz et al., 2020; Viana, 2020). Ante este panorama, surge la necesidad de
desarrollar herramientas que permitan inventariar especies, evaluar su estado de conservacion
y disefar planes de manejo sostenibles. Sin embargo, debido a su tamafio y dificultad de acceso,
se trata de una tarea que seria inviable utilizando métodos de muestreo convencionales (colecta
de individuos). Estos métodos no son muy eficaces para inventariar todas las especies presentes
en el ambiente, y resultan costosos en términos de tiempo, equipos y logistica, ademas de ser

a menudo invasivos porque necesitan en general el sacrificio de individuos.

El metabarcoding de ADNa se presenta como una alternativa prometedora y no invasiva. Este
enfoque permite acceder a la informacion genética presente sin sacrificar organismos y, a un
menor costo en comparacion con métodos convencionales (Hajibabaei et al., 2011; Taberlet et
al., 2012). Aunque ha sido ampliamente utilizado para inventarios de especies, su aplicacion
en estudios poblacionales es reciente y limitada (Adams et al., 2019; Deiner et al., 2017,

Elbrecht et al., 2018; Marshall & Stepien, 2019; Sigsgaard et al., 2020; Turon et al., 2020),

il



especialmente en ambientes megadiversos como la Amazonia peruana, donde la variabilidad
genética intraespecifica es clave para la conservacion. Algunos estudios pioneros han mostrado
que el ADNa puede detectar especies y caracterizar comunidades acuaticas (Deiner et al., 2017,
Turon et al., 2020), identificar haplotipos y revelar variacién genética intraespecifica en
organismos dificiles de muestrear, como tiburon ballena (Sigsgaard et al., 2017), marsopas
(Parsons et al., 2018) y moluscos marinos (Adams et al., 2023). Sin embargo, en la Amazonia
peruana no se han publicado estudios orientados al uso del ADNa para evaluar polimorfismo
poblacional, lo que plantea un vacio de conocimiento y una oportunidad cientifica significativa.
Investigaciones previas sobre A. agassizii han evidenciado una diferenciacion genética notable
en escalas microgeograficas, lo que convierte en un modelo adecuado para evaluar el potencial

de ADNa en estudios poblacionales (Estivals et al., 2020, 2022).

El proposito central del estudio es evaluar la aplicabilidad del metabarcoding de ADNa para
identificar el polimorfismo poblacional de A. agassizii Spl en la region Loreto. Para ello, se
disefiaron y optimizaron cuatro marcadores mitocondriales polimoérficos (D-loop, NDS5, Cytb
y tRNA), desarrollando dos metodologias complementarias: (I) secuenciacion Sanger de ADN
extraido de tejido, utilizada como referencia, y (II) secuenciacion de nueva generacion (NGS)
a partir de muestras de ADNa. El disefio incluyo pruebas en condiciones controladas (acuario)

y naturales, con colecta de muestras en seis sitios de muestreo.

El estudio busca validar el uso del ADNa para identificar haplotipos comparables a los
obtenidos a partir de ADN de tejido, y demostrar su potencial para inferir la estructura genética
poblacional en ambientes megadiversos. La implementacion de esta metodologia no invasiva
permitird avanzar hacia monitoreos mas eficientes, economicos y sostenibles, contribuyendo

al manejo responsable de la ictiofauna amazonica.

il



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, el bioma sufre probablemente una sexta crisis de extincion masiva de
especies, debido principalmente a las acciones directas e indirectas del hombre sobre los
ecosistemas (Ceballos et al., 2015). Las regiones tropicales, de las que forma parte la
Amazonia, poseen una biodiversidad mayor que las regiones templadas (Wright & Muller L,
2006). La cuenca del Amazonas alberga la mayor diversidad de peces de agua dulce del mundo
con 2716 especies nativas (Dagosta & Pinna, 2019). Solo en la Amazonia peruana se considera
un aproximado de 1000 especies. No obstante, el conocimiento actual sobre el estado real de
la diversidad ictioldgica resulta ain limitado y probablemente subestimado, mientras que la
informacion disponible respecto a su estado de conservacion es escasa (Jézéquel et al., 2020;
Kornfield & Smith, 2000). Desde finales del siglo pasado, las actividades antropogénicas en la
Amazonia han aumentado considerablemente, tal como la deforestacion, la mineria, la
extraccion petrolera, el desarrollo de infraestructuras (carreteras, expansion de las ciudades,
construccion de represas) y la introduccion de especies exdticas (Castello et al., 2013; Castello
& Macedo, 2016; Fraser, 2014; Hurd et al., 2016). Estas actividades generan una acelerada
pérdida de ecosistemas y contribuyen al desplazamiento y extincion de especies. A pesar de su
alta relevancia ecoldgica, los ecosistemas amazonicos (especialmente los acudticos) han sido
sistematicamente desatendidos en los esfuerzos de conservacion (Azevedo-Santos et al., 2016;
Butler, 2013). En este sentido, el metabarcoding ADNa se reconoce actualmente como el
método mas adecuado para inventariar de manera rapida la biodiversidad. Varios estudios
mostraron su eficiencia para inventariar especies en la Amazonia (Batista et al., 2022;
Bevilaqua et al., 2020; Cilleros et al., 2019; Condachou et al., 2025; Coutant et al., 2023;
Mariac et al., 2022). Este método reduce drasticamente los costes en tiempo, dinero, recursos
humanos, logistica y no es invasivo, ya que s6lo se captura ADN presente en el ambiente

(Deiner et al., 2017).
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El metabarcoding de ADNa se basa en la secuenciaciéon masiva (NGS) y el analisis
bioinformatico de fragmentos de barcodes que se agrupan en unidades operativas taxondmicas
(OTUs). Estas secuencias se comparan con bases de datos de referencia, de las cuales depende

la correcta identificacion de las especies (Deiner et al., 2017).

El ADNa contiene fragmentos del genoma de los individuos y, por tanto, refleja el
polimorfismo de poblaciones y especies. Esto lo convierte en una fuente de informaciéon con
gran potencial aun desaprovechado, cuya plena utilidad dependera de la identificacion y
optimizacion de marcadores mas polimoérficos que los barcodes convencionales (COI-5P, 128,
16S), actualmente restringidos a la identificacion taxonomica. El acceso a informacion
intraespecifica es crucial para evaluar con precision el estado de conservacion de las especies,
lo que exige el desarrollo de nuevos marcadores adaptados a distintos contextos biologicos y
ecoldgicos. Dado que no existe un marcador universal, serd indispensable contar con un
abanico de barcodes que permite estudios mas robustos de biodiversidad y conservacion. En
este escenario, el ADNa representa un método emergente que, al diversificarse y
perfeccionarse, tiene el potencial de convertirse en una herramienta clave para la gestion y

conservacion de la biodiversidad.

Con base a lo expuesto, se plantea la siguiente pregunta de investigacion: ;es posible
que el ADN ambiental alcance una eficacia comparable al ADN gendmico extraido de tejido

para evaluar el polimorfismo poblacional en la Amazonia peruana?



JUSTIFICACION

El crecimiento demografico en la Amazonia esta estrechamente relacionado con una
intensificacion en la explotacion de los recursos naturales, lo que ejerce una presion creciente
sobre los ecosistemas. Esta situacion pone en evidencia la urgencia de implementar monitoreos
sistematicos mediante estudios poblacionales que permitan evaluar con rigor el estado de
vulnerabilidad de las especies y orientar acciones de conservacion efectivas. Sin embargo, los
planes de manejo y conservacion actualmente vigentes para el aprovechamiento de los recursos
naturales se centran, en gran medida, en la estimacion de la abundancia de especies en cada
sitio de extraccion, con el fin de calcular el nimero de individuos potencialmente removibles
del medio. Dichos planes resultan limitados, pues carecen de una perspectiva de conservacion
a largo plazo y omiten la consideracion de la variabilidad genética intra e inter poblacional
(polimorfismo genético y estructuracion genética poblacional), informacién esencial para

establecer estrategias de manejo sostenibles. (Adams et al., 2019; Sigsgaard et al., 2020)

Los estudios de genética de poblaciones resultan fundamentales, ya que permiten evidenciar la
sobreexplotacion de los recursos naturales mediante la identificacion de reducciones en el
polimorfismo genético y la evaluacion de la viabilidad poblacional y de las especies en
horizontes de corto y largo plazo. No obstante, hasta la fecha no se ha publicado ningtn estudio
que aplique el ADNa en genética de poblaciones en la Amazonia, a pesar de que este método
presenta claras ventajas: requiere menos tiempo, dinero y recursos humanos, demanda una
logistica mas sencilla y, ademas, es no invasivo, pues se basa Unicamente en la captura del
ADN presente en el ambiente. El desafio central consiste en garantizar que (1) los marcadores
moleculares utilizados sean lo suficientemente polimorficos y (2) la diversidad genética
inferida a partir de datos de secuenciacién masiva (NGS) represente de manera fidedigna a las

poblaciones naturales.
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OBJETIVOS

Objetivo General

e Evaluar la aplicabilidad del ADN ambiental, para identificar el polimorfismo

poblacional de A. agassizii en la region Loreto, Peru.

Objetivos Especificos

e Disefiar y optimizar dos métodos de identificacion del polimorfismo de las secuencias
de cuatro marcadores mitocondriales, I) A partir del ADN extraido de tejido de A.
agassizii y II) A partir del metabarcoding de ADNa, en muestras de agua dulce en la
region Loreto.

e Validar el enfoque de ADNa mediante la comparacién el polimorfismo de las
secuencias de cuatro marcadores mitocondriales obtenidos mediante ambos métodos;
I) en condiciones controladas, y II) en condiciones in Situ.

e Determinar la estructura poblacional de A. agassizii en seis sitios de colecta en la region

Loreto.
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HIPOTESIS

Es posible emplear el metabarcoding de ADNa para identificar el polimorfismo
poblacional de A. agassizii en la Amazonia peruana, empleando marcadores mitocondriales

polimorficos y que sean comparables con los polimorfismos procedentes de ADN de su tejido.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

ANTECEDENTES

Internacionales

Thomsen & Willerslev (2015). En Dinamarca, en su articulo Environmental DNA an
emerging tool in conservation for monitoring past and present biodiversity; revisaron los logros
obtenidos a través del analisis de ADNa de macroorganismos en un contexto de conservacion, y
analizaron las 1) limitaciones asociadas a la contaminacién, la cobertura incompleta de bases de
datos genéticas y la interpretacion de las sefiales espaciales y temporales. ii) ventajas en el entorno
de monitoreo de la diversidad, como su caracter no invasivo, costo-efectivo y su capacidad para

identificar multiples taxones de manera simultanea.

Evans et al. (2016). En EE. UU, en su articulo Quantification of mesocosm fish and
amphibian species diversity via environmental DNA metabarcoding; evalu6 en mesocosmos ocho
especies de peces y un anfibio, en muestras de ADNa y con seis marcadores mitocondriales pudo
identificar las nueve especies evaluados, estos resultados ilustran el potencial de ADNa para la

cuantificacion de la diversidad de especies acuaticas en entornos naturales.

Sigsgaard et al. (2017). En Catar, en su articulo Population characteristics of a large whale
shark aggregation inferred from seawater environmental DNA; investigé el uso del ADNa de agua
de mar para obtener informacion a nivel poblacional en tiburones ballena (Rhincodon typus),
compard secuencias obtenidas a partir de muestras de ADNa y con secuencias de muestras de
tejido, utilizaron dos marcadores mitocondriales polimoérficos de la region D-loop (DL1: 412pb y

DL2: 476-43 pb); como resultado identificaron mas haplotipos de muestras de ADNa (DL1: 7,



DL2: 18) que de las muestras de tejido (DL1:4, DL2:12), concluyendo que la base de referencia

no representa la diversidad mitocondrial de la zona de estudio.

Parsons et al. (2018). En EE. UU, en su articulo Water, water everywhere: environmental
DNA can unlock population structure in elusive marine species; utiliz6 de ADNa para estudiar la
estructura poblacional de la marsopa (Phocoena phocoena); identificaron ocho haplotipos para la
region mitocondrial Cytb, en 36 de 40 muestras de ADNa incluidos dos nuevos haplotipos que no
se habian encontrado en muestras de tejido anteriores. A partir de los resultados obtenidos
concluyen que el ADNa es una herramienta eficaz para estudiar poblaciones de cetaceos dificiles

de muestrear.

Elbrecht et al. (2018). En Canada, en su articulo Estimating intraspecific genetic diversity
from community DNA metabarcoding data; implementaron un método (JAMP) de limpieza de
datos (denoising) y filtrado de secuencias para identificar haplotipos reales sin errores de
secuenciacion; trabajaron con muestras de una sola especie (31 individuos con 15 haplotipos
conocidos) como referencia, y 18 muestras ambientales de macroinvertebrados de agua dulce
amplificado con primers COI; como resultado obtuvieron 15 haplotipos esperados en la muestra
de prueba, aunque también se observaron muchos haplotipos inesperados posiblemente errores o
variantes biologicas reales, y en la muestras ambientales identificaron entre 534 y 646 haplotipos
agrupados en 177 — 200 OTUs (unidades taxondmicas operacionales), concluyeron que es posible
identificar informacidn genética intraespecifica desde datos de metabarcoding de ADNa, también
permite detectar posibles estructuras poblacionales y patrones filogeograficos sin necesidad de
andlisis individuales por especie, sin embargo factores como la biomasa desigual, los errores de

PCR, secuenciacion y la escasez de los barcode de referencias, pueden afectar la precision.



Marshall & Stepien (2019). En Canada, en su articulo cientifico Invasion genetics from
ADNa and thousands of larvae; A targeted metabarcoding assay that distinguishes species and
population variation of zebra and quagga mussels; probo el método de ADNa utilizando ensayos
de metabarcoding con secuenciacion de alto rendimiento (HTS) para identificar y distinguir
simultdneamente los mejillones cebra y quagga euroasiaticos, especies invasoras estrechamente
relacionadas (Dreissena polymorphay D. rostriformis). El ensayo analiz6 la variacion genética de
una region del gen citocromo oxidasa I (COI) para evaluar la variabilidad genética inter e
intraespecifica temporal y espacial. Ademas, el ensayo facilita el analisis del ADNa del agua, las
primeras etapas de la vida de miles de individuos y el andlisis simultaneo de 50 a 100 muestras
etiquetadas recolectadas en el campo. Para tener mejor precision en los resultados tomaron en
consideracion los siguientes puntos: (a) mesocosmos simulados que contienen cantidades
conocidas de ADN por taxoén, (b) acuarios con composiciones mixtas de especies/haplotipos de

adultos, y (c) agua y plancton recolectados en el campo versus muestreo tradicional de adultos.

Stepien et al. (2019). En EE. UU, en su articulo, Invasion genetics of the silver carp
Hypophthalmichthys molitrix across North America; Differentiation of front, introgression, and
ADNa metabarcode detection; evaluaron la variabilidad genética de la carpa plateada
(Hypophthalmichthys molitrix) mediante el uso de ADNa colectados en 48 puntos de muestreo.
Utilizaron diez loci microsatélites (ADN nuclear) y dos genes mitocondriales: la subunidad I del
citocromo b (Cytb) y el citocromo ¢ oxidasa (COI). Los resultados del estudio muestran que la

invasion de la carpa plateada posee niveles moderados de diversidad genética.

Tsuji etal. (2020). En Japon, en su articulo Evaluating intraspecific genetic diversity using

environmental DNA and denoising approach: A case study using tank water; corroboro dos



métodos de identificacion de variantes de secuencia de amplicones (ASV), DADA2 y UNOISE3,
para la eliminacién de ruido en los datos HTS; utilizd6 como muestra de ADNa agua de crianza de
Ayu (Plecoglossus altivelis altivelis), que contenian nueve haplotipos conocidos de la region
mitocondrial D-loop, realiz6 15 réplicas de PCR y posteriormente fueron secuenciados por HTS y
el nimero total de haplotipos verdaderos detectados y haplotipos falsos positivos fue comparado
con y sin denoising usando DADA2 y UNOISE3. Como resultado todos los haplotipos verdaderos
fueron detectados en las 15 réplicas de PCR, mientras que los haplotipos falsos positivos tuvieron
tasas de deteccion que variaron de 1/15 a 15/15, y concluyeron que la correccidon o eliminacion de
secuencias erroneas con dos métodos ASV, DADA2 y UNOISE3, fue eficaz para mejorar la

precision de las evaluaciones de diversidad genética intraespecifica mediante andlisis de ADNa.

Andresetal. (2021). En EE. UU, en su articulo Nuclear ADNa estimates populations allele
frecuencies and abundance in experimental mesocosms and field simples; demostré que los
estudios de ADNa también tienen la capacidad de detectar diversidad intraespecifica en el genoma
nuclear, lo que permite evaluaciones de frecuencias alélicas a nivel de poblacion y estimaciones
del numero de contribuyentes genéticos en una muestra de ADNa. Utilizando un panel de loci de
microsatélites desarrollado para el gobio redondo (Neogobius melanostomus), probaron la
similitud entre las estimaciones de frecuencias alélicas basadas en ADNa y en tejidos individuales
en mesocosmos experimentales y en un ensayo de campo y concluyeron que las muestras del
mesocosmos 'y como de campo, tienen las frecuencias alélicas del ADNa altamente
correlacionadas con las frecuencias alélicas de muestras de tejido de gobio redondo genotipados,
lo que muestra que los marcadores nucleares se pueden amplificar de manera confiable a partir de

muestras de agua.



Adams et al. (2023). En Nueva Zelanda, en su articulo Environmental DNA reflects
common haplotypic variation; probo la efectividad de ADNa para obtener haplotipos dentro de la
especie Haliotis iris paua de patas negras de Nueva Zelanda, utilizd el marcador mitocondrial
ATP8-ATP6, a partir del cual identifico seis haplotipos con muestras de tejido y tres haplotipos de
muestras de ADNa, de los cuales tres haplotipos son comunes entre muestras de ADNa y tejido;
llegaron a la conclusion que el ADNa tiene un potencial para identificar la diversidad haplotipica

a nivel poblacional.

Zanovello et al. (2024). En Italia, en su articulo Validation of an eDNA-based workflow
for monitoring inter- and intra-specific CytB haplotype diversity of alpine amphibians; analizaron
la diversidad genética inter e intraespecifica de anfibios en 38 humedales con ADN ambientales,
disefiaron siete marcadores mitocondriales del gen citocromo B, y corroboraron la sensibilidad de
los marcadores en silico, in vitro e in situ. Para la obtencion de variacion de secuencias especificas
(ESV) y asignacion taxondmica probaron 3 flujos de trabajos bioinformadticos diferentes (MICCA

+ VSEARCH y OBITools + ecotag y OBItools + metabinkit).

Nacionales

Estivals et al. (2020). En Loreto, en su articulo cientifico The amazonian dwarf cichlid
Apistogramma agassizii (Steindachner, 1875) is a geographic mosaic of potentially tens of species;
Conservation implications; estudiaron el estado taxonomico de 1151 especimenes de A. agassizii
recolectados en 35 sitios en los alrededores de Iquitos en la Amazonia Peruana, basandose en los
analisis moleculares (ADN nuclear y mitocondrial) y también experimentos de eleccion de pareja.
Como resultado identificaron al menos tres especies biologicas dentro del nominal A. agassizii en

el area de muestreo.



Estivals et al. (2022). En Loreto, en su articulo cientifico Exceptional genetic
differentiation at a micro-geographic scale in Apistogramma agassizii (Steindachner, 1875) from
the peruvian amazon; Sympatric speciation?; analizaron la estructura genética de A. agassizii Spl1,
para ello a genotipado 889 individuos con diez loci microsatélites, recolectados en 26 areas
distribuidas en pequenos arroyos en 11 microcuencas en una porcion muy pequefia de la Amazonia

peruana. Revelaron 22 poblaciones con estructuras genéticas altamente diferenciadas.



1.2. MARCO CONCEPTUAL

1.2.1 Descripcion del género Apistogramma (Ciclidos Enanos)

El género de peces ciclidos Apistogramma, agrupa casi 1/3 de las 258 especies de ciclidos
descritas para la Amazonia (22 para Per). Todas sus especies son consideradas como
ornamentales y son extraidas del medio ambiente (Britzke et al., 2014; Estivals et al., 2020, 2022).
Se distribuye a lo largo del neotrdpico al lado Este de los andes, desde Venezuela hasta el norte de
Argentina, habita las cuencas de magdalena (Colombia), el Amazonas, el Orinoco y la cuenca de
Paraguay (Angulo Chavez, 2016). La mayoria de las especies de este género son endémicas y
tienen una distribuciéon muy reducida. Sin embargo, algunas de ella tienen una distribuciéon muy

amplia al nivel de la Amazonia tal como A. agassizii.

Viven en todo tipo de aguas, claras, blancas o negras, aunque prefieren aguas con corrientes
minimas y donde se acumulen hojas muertas de plantas (Estivals et al., 2020; Romer, 2000). Son
peces de tamafio pequefio a menudo menores a 8 cm, presentan un dimorfismo sexual bien
diferenciado donde los machos son mas grandes y de colores mas llamativos que las hembras;
todas las especies del género Apistogramma son apreciados como peces ornamentales (Estivals et

al., 2020, 2022).

1.2.2 Apistogramma agassizii (modelo de estudio)

A. agassizii comparte semejanza con los ciclidos africanos haplochromines como la alta
variabilidad morfologica, dimorfismo sexual bien diferenciado, polimorfismo de color asociado
con la eleccion de parejas, cuidado parental, alta endemicidad y adaptaciones troficas (Estivals et
al., 2020, 2022; Romer, 2000). Los ciclidos haplochromines de los grandes lagos africanos son

usados como modelos de estudios para entender los mecanismos involucrados dentro de las

7



radiaciones especificas y adaptativas en los vertebrados (Estivals et al., 2020, 2022; Kornfield &

Smith, 2000).

A. agassizii es de tamafio pequefio (7cm), sedentaria (no migra), se reproduce durante todo
el afo sin dispersar gametos (cuidado parental), presenta un dimorfismo sexual marcado y un
polimorfismo de color (Estivals et al., 2022). Un estudio reciente sobre A. agassizii ha demostrado
a partir de 10 loci microsatélites, dos marcadores mitocondriales (COI y CytB) y de experimentos
sobre la eleccion de pareja que esta especie se compone en realidad de al menos tres especies
bioldgicas (Spl, Sp2 y Sp3) en la region Loreto (Estivals et al., 2020). En 2022, Estivals et al.
mostraron que la especie A. agassizii Sp1 esta estructurada por al menos 22 poblaciones genéticas
altamente diferenciadas que se organizan segin diferentes escalas geograficas en una pequefia
region de Loreto, Amazonia peruana. Es actualmente la especie de pez ciclido con la estructura
genética mas compleja conocida para la Amazonia. Algunas poblaciones genéticas estan separadas
por s6lo unos cientos de metros o decenas de kilometros, no obstante, presentan niveles de
diferenciacion muy importantes, por ende, en una pequefia zona de estudio, se puede acceder

facilmente a diferentes poblaciones genéticas.

Por lo expuesto, la especie A. agassizii Spl es un excelente modelo para determinar si el
uso del metabarcoding de ADNa, en un lugar megadiverso como la Amazonia, es eficiente para
realizar estudios poblacionales. Mas all4 del presente estudio, el objetivo es adaptar la metodologia
desarrollada a otras especies mas dificiles de observar/muestrear para su conservacion y su manejo

sostenible.



1.2.3 Taxonomia de Apistogramma agassizii

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Actinopterygii
Subclase: Neopterygii
Infraclase: Teleostei
Superorden: Acanthopterygii
Orden: Perciformes
Familia: Cichlidae
Género: Apistogramma
Especie: A. agassizii (Steindachner, 1875)

Figura 1

Apistogramma agassizii (modelo de estudio).

Nota. Figura tomada del libro de peces ornamentales de la Amazonia peruana (p. 394) por Garcia

Davila et al. (2020) A: Hembra B: Macho.



1.2.4 ADN AMBIENTAL (ADNa)

Material genético obtenido directamente de muestras ambientales (suelo, sedimentos, agua,
aire, entre otros), sin necesidad de contar con restos bioldgicos evidentes, constituye un enfoque
de muestreo eficiente, no invasivo y facil de estandarizar. Combinado con las tecnologias de
secuenciacion de nueva generacion (NGS), en constante avance, resulta particularmente adecuado
para los desafios del monitoreo de la biodiversidad (Thomsen & Willerslev, 2015). El ADNa
incluye fragmentos de ADN y ARN liberados por organismos de flora y fauna a través de células
epiteliales, mucosidad, sangre, heces, polen, entre otros. Estos rastros suelen encontrarse como
fragmentos cortos y degradados, generalmente de menos de 500 pb, y pueden extraerse
directamente del ambiente, por ejemplo, a partir de muestras de agua dulce (Dejean et al., 2011;

Ficetola et al., 2008).

1.2.5 ADN DE TEJIDO

Material genético ADN (4cido desoxirribonucleico) obtenido del tejido de un individuo, se
refiere al que se encuentra en las células de un tejido biologico, como por ejemplo piel, musculo,

higado, etc (Couton et al., 2023).

1.2.6 HAPLOTIPO

Son secuencias Unicas en una poblacion, agrupaciones fisicas de variantes gendmicas
(polimorfismos) que tienden a heredarse juntos, un haplotipo especifico normalmente refleja una
combinacion Unica de variantes que residen cerca unas de otras en un cromosoma (Hubert, 2024).
Los haplotipos pueden corresponder a secuencias cortas o largas, por ejemplo, secuencias

diferentes obtenidas para un mismo marcador molecular (e.g. COI-5P) entre diferentes individuos
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pueden ser consideradas como diferentes haplotipos, es esa definicion que se esta considerando en

esta tesis.

Figura 2

Ejemplo de Haplotipos.

1.2.7 BARCODING de ADN

El barcoding de ADN, o simplemente barcoding, es un método que integra la taxonomia
tradicional (basada en la identificacion morfoldgica de las especies) con la biologia molecular,
mediante la secuenciacion de un marcador estandar para la identificacion y autentificacion de
especies (Hubert & Hanner, 2015; Trivedi et al., 2018). Este enfoque permite la construccion de
bases de datos de referencia (Hubert & Hanner, 2015; Trivedi et al., 2020); una vez que una especie
se asocia a la secuencia del marcador estandar (barcode de referencia), ya no es necesario disponer
del organismo completo para su identificacion, pues basta con la secuencia de ADN. El barcoding
de ADN se ha utilizado con éxito en la identificacion taxondmica de diversos subproductos, como
carne, harinas, huevos y larvas de peces, carne de monte y madera (Hubert & Hanner, 2015; Mariac

etal., 2018; Trivedi et al., 2018, 2020).
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En préactica el barcoding se realiza de la siguiente forma (figura 3): Extraccion de ADN a
partir de una pequefia muestra de tejido de un individuo que se necesita identificar, amplificacion
de la region de interés especifica de ADN, en el caso de los vertebrados generalmente se utiliza
los genes mitocondriales porque presentan un alto nimero de copias por célula (> 1000) por lo que
puede ser utilizado en muestras degradadas, la eleccion de los marcadores depende del uso por
ejemplo para identificar las especies se utiliza marcadores de la region COI-5P porque es
conservado dentro de las especies y variable entre especies (Hebert et al., 2003; Leray et al., 2013),
pero también se utiliza en estudios intraespecificos (Jenkins et al., 2018). Para estudios
poblacionales se ha usado mayormente la region de control mitocondrial (D-loop), conocida por
tener una alta resolucion intraespecifica para los peces (Ardura et al., 2013) El siguiente paso del
barcoding de ADN es la secuenciacion (secuenciacion Sanger) donde se determina la secuencia de
nucleotidos (A,T,C,G). Finalmente se compara la secuencia obtenida con las bases de datos de
referencia (NCBI, Bold). En general si la secuencia es similar a mas de 98% con una secuencia de
la base de dato de referencia se le asigna el nombre de la especie de la secuencia de referencia
correspondiente (el valor de identidad varia en funcién del marcador molecular utilizado, (ver

barcoding gap).
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Figura 3

Flujograma del barcoding de ADN.

Nota. Figura adaptada de: (;What is DNA Barcoding? How does it works? Importance and
Applicaitons - YouTube).

1.2.8 BARCODING GAP

La eficiencia del método barcoding de ADN depende del grado de divergencia de secuencia
entre especies, y las identificaciones a nivel de especie son relativamente sencillas cuando la
distancia genética maxima entre individuos dentro de una especie no excede la distancia genética
minima entre especies (Hubert et al., 2008). Depende directamente del grado de divergencia dentro
de las especies y este grado de divergencia puede variar en funcion del marcador utilizado, para
ello el barcoding gap implementa umbrales de distancia genéticas, elegidos para separar la
variacion intraespecifica de las diferencias interespecificas (Meyer & Paulay, 2005). Hebert et al.
(2003) sugieren que una amplia brecha entre la variacion intraespecifica e interespecifica hace que
un enfoque de umbral sea prometedor (figura 4). Entonces si por ejemplo la divergencia

intraespecifica es de como maximo 0.02 (2%) y que no hay sobreposicion con la divergencia
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interespecifica podemos considerar que todas las secuencias que son al menos idénticas al 98%

(100% -2%) pertenecen a la misma especie.

Figura 4

Esquema del barcoding gap.

Nota. Figura adaptada de (Meyer & Paulay, 2005) donde en rojo se muestra la variacién
intraespecifica, y en amarillo la divergencia interespecifica. (A) Mundo ideal para codigos de
barras, con distribuciones discretas y sin superposicion (barcoding gap). (B) Una version

alternativa del mundo con superposicion significativa y sin brecha.

1.2.9 METABARCODING de ADN

La metabarcodificacion del ADN o metabarcoding de ADN, es una técnica molecular que
permite la identificacion de los barcode de multiples especies a partir de mezclas de ADN (mooc
de ADN o ADNa, mediante la amplificacion y secuenciaciéon de un marcador genético

estandarizado (Taberlet et al., 2012, 2018). El metabarcoding de ADNa, es un método no invasivo
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que permite inventariar las especies, incluso especies dificiles de observar con métodos
tradicionales, especies en peligro de extincion y en una variedad de ecosistemas (Sahu et al., 2023).
Recientemente el ADNa se ha planteado como un enfoque prometedor para los estudios en
genética de poblaciones, donde varios estudios han mostrado la viabilidad de este enfoque,

especialmente en especies de vertebrados (Couton et al., 2023).

El metabarcoding de ADNa incluye las siguientes etapas: 1) recoleccion de muestras de
ADN ambiental como agua, suelo, aire, o material biologico como heces (Taberlet et al., 2018;
Thomsen & Willerslev, 2015), 2) extraccion del ADN presente en la muestra con la mayor
integridad posible (Schrader et al., 2012), 3) amplificaciéon por PCR del marcador o de los
marcadores moleculares (Pifieros et al., 2023), 4) construccion de las librerias, en esta fase es
necesario ligar mediante PCR los adaptadores e indices de nucledtidos a los marcadores
moleculares, lo cual permitira identificar al momento de los anélisis bioinformaticos las bibliotecas
de los sitios de colecta y de los marcadores moleculares utilizados (Alberdi et al., 2019; Miya et
al., 2020), 5) secuenciacion NGS de las librerias a menudo con tecnologia Illumina (i.e., MiSeq y
NextSeq) (Pifieros et al., 2023). 6) anélisis bioinformaticos para extraer, filtrar los polimorfismos
de las secuencias e identificar taxondmicamente los organismos presentes en cada una de las

muestras analizadas (Pifieros et al., 2023).
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Figura 5

Flujo de trabajo general para los estudios de metabarcoding de ADNa.

Nota. Figura tomada de Thomsen & Willerslev (2015), p. 6.

En comparacion con los analisis bioinformaticos para inventariar a las especies, los analisis
para estudios poblacionales constan de mas etapas de filtracion de los datos para evitar la presencia

de falsos haplotipos al finalizar los anélisis.

Se ha utilizado el pipeline de analisis JAMP para realizar los analisis poblacionales
(Elbrecht et al., 2018). Este pipeline incluye las siguientes etapas: 1) demultiplexacion que permite
organizar las secuencias NGS por librerias (sitios de colecta, réplicas, marcadores), 2) luego se

asocian los reads (R1 y R2) complementarios, 3) se eliminan las secuencias de los primers
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moleculares, 4) las secuencias de mala calidad son eliminadas segiin el méximo error esperado y
5) filtracion de las abundancias de los reads, eliminacion de los falsos haplotipos a partir de
estrategia de Unoise (Edgar, 2016) y organizacion de los haplotipos en unidades taxondmicas
operativas (OTU). La estrategia Unoise consiste en identificar y eliminar los haplotipos
considerados como falsos con base en sus abundancias y su distancia al haplotipo més abundante

(Figura 5).

Figura 6

Estrategia de Unoise para eliminar los falsos haplotipos.

Nota. Adaptado de (Edgar, 2016).
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1.2.10 PRINCIPIOS DE LA GENETICA DE POBLACIONES

La genética de poblaciones es una rama de la genética que se basa sobre la caracterizacion
de la variabilidad genética (e.g. diversidad genética, frecuencias alélicas) junto con los principios
fundamentales de la genética mendeliana (herencia de caracteres), herramientas matematicas,
estadisticas y modelos matematicos para poder inferir sobre la historia evolutiva de las

poblaciones.

La historia evolutiva de las poblaciones es consecuencia de las interacciones entre las
principales fuerzas evolutivas: mutacion, deriva genética, migracion, y seleccion natural

(Fernandez Piqueras et al., 2002; Halkett & Mita, 2017).

1.2.10.1 Genética mendeliana

La genética mendeliana tiene su origen con los trabajos realizados por el monje catolico,
Gregor Mendel, a mediados del siglo XIX sobre plantas de guisantes. Describié como se heredan
los rasgos morfoldgicos de los padres a hijos a través de la transmision de la informacion genética
(Pierce & Pierce, 2017). La genética mendeliana describe los principios basicos de la herencia y
permite predecir matematicamente las caracteristicas de la siguiente generacion a partir del

genotipo de los padres (Vizmanos Pérez, 2014).

1.2.10.2 Teoria de la evolucién

Los fundamentos de la teoria de la evolucion se basan sobre los trabajos de Charles Darwin
y Alfred Russel Wallace. Parte de los trabajos mas famosos de Charles Darwin fueron sobre los
pinzones de las islas Galapagos. Mostré que los diferentes tipos de picos estaban adaptados a

diferentes regimenes alimenticios y propuso que la evolucion bioldgica de las especies se da a
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partir de la seleccion natural, por competencia, la reproduccion y los recursos alimenticios
(Darwin, 1859). Alfred Russel Wallace trabajé en la misma época sobre las mariposas
Ornithoptera croesus y vio como los animales eran seleccionados segun su color, a partir de ello

propuso que la evolucion de las especies se da mediante la seleccion natural.

1.2.10.3 Ley de Hardy-Weinberg (HW)

La ley de HW o conocida también como equilibrio de Hardy-Weinberg (modelo nulo),
formulada por Godfrey Harold Hardy y Wilhelm Weinberg en 1908, describe como se distribuyen
las frecuencias génicas y genotipicas en una poblacion ideal que dificilmente se observa en
condicion natural. Pues, bajo esa ley, la poblacion no puede evolucionar porque se considera que
es una poblacion aislada con talla infinita, en la cual no hay mutacion, no hay seleccion natural y
los individuos se reproducen al azar (panmixia), (Pierce & Pierce, 2017). Los desvios a esa ley
permiten evidenciar los cambios en las frecuencias alélicas y genotipicas para poder inferir sobre
el régimen de reproduccién, la estructura poblacional, los patrones de migracion, el tamaiio

poblacional (Ne) y la historia evolutiva.

1.2.10.4 FUERZAS EVOLUTIVAS

Las fuerzas evolutivas son los mecanismos que explican como cambian las frecuencias
alélicas dentro de las poblaciones bioldgicas a lo largo del tiempo, estas fuerzas interactian
aumentando o al contrario reduciendo la variabilidad genética de las poblaciones (Vizmanos Pérez,

2014).
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Figura7

Interaccion de las fuerzas evolutivas.

Mutacion

Seleccion 2 Migracion

- =
Recombinacién Deriva

Notas. Adaptado de Halkett & Mita (2017).

1.2.10.4.1 Las Mutaciones

Las mutaciones son cambios aleatorios en la secuencia de ADN de un organismo debido a
errores en el proceso de duplicacion del ADN o por alteracion debido a mecanismos externos por
ejemplo UV o irradiacion. La mutacion es la fuente fundamental del polimorfismo genético ya que
conduce a cambios directos en la secuencia de ADN (Fernandez Piqueras et al., 2002; Halkett &
Mita, 2017). Las mutaciones modifican la secuencia del ADN y por tanto introducen nuevas
variantes, muchas de estas variantes suelen ser eliminadas, pero ocasionalmente algunas pueden
tener €xito y fijarse en la especie (Vizmanos Pérez, 2014). En las especies que se reproducen
sexualmente, las mutaciones que tienen un efecto sobre la evolucion son aquellas que ocurren en

la linea germinal (Halkett & Mita, 2017; Pierce & Pierce, 2017), solo estas mutaciones se pueden
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ser heredadas por la descendencia. La probabilidad de que ocurra una mutacion en la linea germinal
es muy pequeiia, por lo tanto, las mutaciones por si solas no tienen mucho efecto en las frecuencias
alélicas de una poblacion. Las mutaciones pueden ser neutras, ni afecta la expresion de un gen y

ni el fenotipo, y las mutaciones favorables o deletéreo modifican la expresion del gen.

1.2.10.4.2 La deriva genética

La deriva genética es la variacion de las frecuencias alélicas entre generaciones debido al
efecto de un sorteo aleatorio de los alelos entre generaciones (Griffiths et al., 2002; Honnay, 2013),
por consecuencia del muestreo no aleatorio en la reproduccion, en cada generacion se lleva a un
cambio en las frecuencias alélicas que, a lo largo de las generaciones, puede llevar a la pérdida y
la fijacion de unos alelos en una poblacion. En general, se pierden los alelos menos frecuentes y
se fijan los alelos mas frecuentes, resultando una disminucion de la diversidad genética de la
poblacion. El efecto de la deriva genética es muy importante en las poblaciones de pequefio tamafio
y a partir de un cierto incremento de tamafio, este efecto deja de tener importancia y se estabilizan
las frecuencias génicas si no hay procesos de seleccion ni mutaciones segtn el equilibrio de Hardy-

Weinberg (Vizmanos Pérez, 2014).

En la naturaleza se pueden observar eventos que favorecen a la deriva genética como los
efectos fundadores, cuando se establece una poblacién a partir de unos pocos individuos
(colonizacion de un nuevo habitat) o los efectos de cuello de botella debido a reduccion del tamaiio

de una poblacioén (e.g. epidemia) (Vizmanos Pérez, 2014).
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Figura 8

Deriva genética.

Nota. La contribucion de las frecuencias alélicas en cada generacion varia algunos se eliminan y

otros se fijan.
1.2.10.4.3 La migracién

El proceso de migracion consiste en el cambio en la frecuencia alélica de una poblacion
mediante la introduccion de alelos de otra poblacion, el efecto de la migracion depende tanto de la
magnitud de la migracion y de la diferencia en las frecuencias alélicas entre la poblacion de origen
y receptora (Pierce & Pierce, 2017), la migracidon es una fuerza de mayor intensidad que la

mutacion, tiende a homogeneizar las frecuencias en ausencia de otras fuerzas.
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Figura 9

Modelo de Migracion.

Notas. Figura adaptada de (Vizmanos Pérez, 2014) pag. 88 donde tasa m de individuos de la
poblacion donante entran a formar parte de la poblacion receptora. En la siguiente generacion m
alelos de la isla seran originarios de la poblacion donante (y por ello tendran sus mismas
frecuencias alé€licas), mientras que el resto (1 —m) seran originarios de la poblacion de la isla. El

nuevo acervo genético deberd tener en cuenta la entrada de los nuevos alelos.

1.2.10.4.4 Seleccién Natural

La seleccion natural esta relacionada con una reproduccion diferencial entre variantes
genéticas, algunas de ellas tienen una mayor probabilidad de supervivencia y entonces una mayor
probabilidad de reproducirse y transmitir la variacion favorable a la siguiente generacion
(Vizmanos Pérez, 2014). La seleccion natural solamente actlia sobre los genes involucrados en el
proceso de seleccion (e.g. color, Figura 10) en oposicidn a la deriva genética que actiia sobre todo

el genoma. La seleccion depende del valor selectivo de los alelos, un alelo favorable aumenta en
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frecuencia dentro de una poblacién y un alelo desfavorable disminuye en frecuencia dentro de una
poblacién, mientras que un alelo neutro sin seleccion fluctua dentro de la poblacion bajo la deriva
genética hasta su fijacion o descarte (Griffiths et al., 2002). La seleccion natural puede disminuir

la diversidad alélica de un gen, pero puede mantener el polimorfismo.

Figura 10

Modelo simple de seleccion natural.

Notas. la mariposa blanca es visible para la rana mientras que mariposas marrones si pueden

mimetizarse y se va incrementar su genotipo dentro de la poblacion.
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

2.1.1 AREA DE PROCEDENCIA DE LAS MUESTRAS

Las muestras de ADNa, las aletas caudales, y los individuos de A. agassizii fueron
colectados en 3 zonas, en las cuales se encuentran pequeiias redes de quebradas tributarios de los
rios; Ucayali, Marafion y Nanay, ubicados en la region Loreto. En estas zonas el complejo de
especies A. agassizii es muy abundante y ocurren las especies Spl y Sp3 (Estivals et al., 2020).

Permiso de colecta con resolucion directoral N° 00819-2024-PRODUCE/DGPCHDI.

A. Zonal

Es la zona principal de muestreo del estudio, corresponde a los alrededores del distrito de
Jenaro Herrera, Loreto. Estd conformada por una red compleja de arroyos que desembocan en
diferentes partes a la margen derecha del rio Ucayali. En esta zona se definieron cinco sitios de
colecta en los cuales se colectaron, muestras de agua para el ADNa, tejido de A. agassizii, e
individuos de uno de los cinco sitios de colecta (Tabla 1). Cabe recalcar que en la zona 1 solo se
encuentra la especie A. agassizii Sp1.
B. Zona?2

Pertenece al distrito Nauta, margen izquierdo del rio Marafion dentro del sistema de la
quebrada Zaragoza. Dentro de esta zona se ha definido un sitio de colecta en el cual se colectd
muestras de agua para, ADNa, tejido de A. agassizii e individuos (Tabla 1). En la zona 2 solamente
se encuentra A. agassizii Spl, las poblaciones de la zona 2 son geograficamente aisladas de las

otras poblaciones de la zona 1 y muy diferenciadas (Estivals et al. 2022).
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C. Zona3

Corresponde a la llanura aluvial de la margen derecha del rio Nanay, ubicada cerca del
pueblo de Santa Clara. En esta zona, se encuentra solamente A. agassizii Sp3. Cabe indicar que A.
agassizii Sp3 fue utilizada en este estudio como grupo externo y probar la especificidad de la
metodologia disenada para A. agassizii Spl. Los individuos fueron colectados en un solo sitio de

colecta.

Tabla 1
Datos de colecta de muestras de aleta de tejido, individuos de A. agassizii y ADNa, en las tres

zonas de estudio.

Coordenadas
NUmero de Litros
Id NUmero de Cartuchos Filtrados _ _
zona Sitios Individuos de ADNa (L) Longitud Latitud
1 JH9 19 (solo aletas) 1 33 -73.657508 -4.941098
1 JH11 42 (solo aletas) 1 21 -73.6538611 -4.9273056
1 JH18-1 22 (solo aletas) 1 16 -73.64666667 -4.8993333
1 JH19-2 38 (solo aletas) 1 22 -73.6551667  -4.8881667
1 JH22 28 1 38 -73.66 -4.9119167
2 NAUTA-1 32 1 14 -73.5993889 -4.4743333
3 Nanay 5 - -
Blanco en 0 1 14
campo
Acuario* 15 1 20
Blanco en 0 1 20
acuario

Nota. *de los 15 individuos, cinco pertenece al sitio JH22 (Zona 1), cinco al sitio Nauta-1 (Zona

2) y cinco al sitio Nanay (Zona
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Figura 11

Ubicacion del area de estudio.

Nota. Fuente: Elaboracion propia con imagenes extraidas de Google Earth Pro
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2.1.2 AREA DE PROCESAMIENTO

El disefio de la condicion controlada, y la construccion de la base de referencia (extraccion,
amplificacion y secuenciacion Sanger), se realizaron en el Laboratorio de Biologia y Genética
Molecular (LBGM), del Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana IIAP-Iquitos. La
extraccion de ADNa, amplificacion, construccion de las bibliotecas gendmicas y la secuenciacion
NGS fueron realizadas en el Instituto de Ciencias de la Evolucion de Montpellier (ISEM,
Montpellier, Francia) y la plataforma Genseq (Montpellier, Francia) bajo la direcciéon de Dr.
Guillain Estivals (IIAP) y Dr. Nicolas Hubert (IRD). Mientras todos los andlisis bioinformaticos e

inferencias poblacionales fueron realizados en el (LBGM) IIAP- Iquitos.

Figura 12

Laboratorio de Biologia y Genética Molecular (LBGM) 11AP-Iquitos.
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2.1.3 Material Bioldgico

e 4 mg de aleta caudal de A. agassizii de 196 individuos

e 15 individuos de A. agassizii (5 del sitio JH 22 de la zona 1, 5 del sitio Na-1 de la zona 2
y 5 de la zona 3)

e O cartuchos de ADN ambiental (1 en condicién de pecera + 1 blanco, 6 en condicion

natural (i.e. sitios de colecta) + 1 blanco)

2.1.4 Materiales de laboratorio

A. Equipos
e Analizador genético marca Applied Biosystems modelo ABI 3500XL de 24 capilares
e Termociclador marca Eppendorf modelo Mastercycler® nexus gradient.
¢ Thermomixer marca Eppendorf modelo Thermomixer® C.
¢ Qubit marca Invitrogen™ modelo Qubit™ 4.
e Espectofotometro marcaThermo Scientific™ modelo NanoDrop™ Eight.
e (Centrifuga refrigerada marca Eppendorf modelo 5430 R.
e Centrifuga al vacio marca Eppendorf modelo Concentrator plus.
e (Camara de bioseguridad marca Labconco modelo Purifier® Logic®+ Clase II, Tipo
A2.
e Autoclave marca Yamato Scientific modelo SE 310.
e Estufa marca Memmert modelo Serie UN.
e Congelador menos -20°C marca Bosch modelo intelligent freezer 32.
e Fotodocumentador marca UVP modelo UVsolo touch.
e Impresora marca Mitsubishi electric modelo P9SDW.
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e Balanza analitica marca Sartorius modelo Extend.

e Cémara de electroforesis marca Cleaver Scientific modelo MultiSUB Choice.

e Fuente de electroforesis marca Biometra modelo power pack p25T.

e Destilador marca Daihan Scientific modelo WST-4.

e Sistema para preparar agua ultrapura marca Merck modelo Milli-q.

e Bafio maria marca VWR modelo General Purpose Water Bath.

e Micropipetas marca Eppendorf modelo Research® plus.

e Pipeta multicanal marca Sartorius.

e Vortex marca Thermo scientific modelo maxi mix II.

e Mini centrifuga marca Thermo scientific modelo myspin 6.

e (Camara de flujo laminar marca StarLab. Modelo GuardOne®.

e Bomba de presion de agua marca SEAFLO modelo SFDP1-012-035-21.

e Acuario

e (Computadora marca hp modelo Z2 core 19 128Gb RAM sistema operativo Linux
Ubuntu

e Computadora marca Dell modelo Optiplex 7000 core i7.

B. Reactivos
e Buffer de extraccion de ADN (CTAB 5%, NaCl 5M, EDTA 0.5M pH 8, Tris 1M,)
e Buffer longmire para conservacion de ADNa (Tris-HCL 1 M pH 8.0, EDTA 0.5 M pH
8.0, NaCl 5 M, SDS al 20% (p/v)
e Buffer ATL (Qiagen)

e Proteinasa K 10mg/ml
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Cloroformo marca (Merck)

Eugenol 10%

Isopropanol absoluto

Isopropanol al 65%

Agua milli-Q

Agua ultra pura invitrogen

Hipoclorito de sodio 2.5% (lejia)

Alcohol etilico 96%

Alcohol etilico 70%

Alcohol etanol 60%

Primers D-loop Forward y Reverse 10uM (Eurogentec)

Primers Cytb Forward y Reverse 10uM (Eurogentec)

Primers ND5 Forward y Reverse 10uM (Eurogentec)

Primers tRNA Forward y Reverse 10uM (Eurogentec)

Kit de amplificacion KOD Hot Start DNA polymerase (Novagen)
Kit de amplificacion AmpliTaq Gold 360 Master Mix (Applied Biosystems)
Kit de extracciéon NucleoSpin soil (Macherey-Nagel)

Marcado de peso molecular GeneRuler 100 pb DNA (thermo scientific)
Albuimina sérica bovina (BSA)

Dimetilsulféxido (DMSO)

Buffer TBE 1X

GelRed 1.5% p/v

Agarosa 2.5 %
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e Ex0oSAP-IT (Applied Biosystem)
¢ Kit de secuenciacion BigDye Terminator v3.1 Cycle (Applied Biosystem)

e Formamida

C. Consumibles y fungibles

e O cartuchos filtrantes (Waterra).

® Manguera transparente de 1/4”’

e Tubos nalgene centrifuge ware de 50 ml (thermo scientific)
e Tubosde 1.5y2ml

e Microtubos de 0.2 y 0.5 ml

e Tiras de tubos de 0.2 y 0.5 ml

e Tips con filtros y sin filtro de 10, 200, 1000, 10000 ml
e C(Cajas para tubos de 1.5ml

e QGradilla para microtubulos.

e Frascos para autoclave

e Bolsas de plasticos 25x35cm

e Mandiles

e Guantes de nitrilo

e Hielo

D. Programas bioinformaticos
e Sistema operativo Linux Ubuntu

e Software Ugene version 52.1
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Software Primer3 version 2.6.1
Software ClustalX version 2.1
DnaSP version 6.5

Software R

Notepad++ version 8.6.7
IQ-TREE version 3.0.1

Fig Tree version 1.4.4
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2.2 METODOLOGIA
2.2.1 TIPO DE INVESTIGACION

La Investigacion es de tipo basica aplicada enfoque cuantitativo, nivel descriptivo y corte

transversal, de alcance explicativo y segun el disefio es de tipo no experimental.

2.2.2 FLUJOGRAMA DE LA INVESTIGACION

Colecta de muestras (ADNa, tejido

de aletas e individuos de A.
agassizii)

' ) — |

Disefio de primer Diseno de la condicion E e
controlado (15 individuos de : cotn |c||0n
A. agassizii) e /

mitocondriales
| |
I T |

polimorficos
Extraccion de ADN de
tejido , Optimizacion
Amplificacion y
Secuenciacion
sanger.

Extraccion de
ADNa y ADN

Extraccion de
ADNay ADN de a
tejido para el de tejido para
mooc el mooc
L |

J

Amplificacion,
Construccion Cor}%truchn de
de la base de Iorerias y

secuenciacion NGS

refencia

]

Analisis bioinformatico
para la extraccion de
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(haplotipos)

i

Comparacion,
validacién y analisis
de datos
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2.3. METODOS

2.3.1 PLANTEAMIENTO DE LA METODOLOGIA UTILIZADA

Para determinar si a partir del metabarcoding de ADNa se puede identificar el polimorfismo
poblacional de A. agassizii en la region Loreto, se ha buscado las regiones mas polimorficas del
genoma mitocondrial de A. agassizii y se ha disenado primers moleculares para amplificar
especificamente las regiones identificadas. La optimizacién de la amplificacion fue realizada
primero a partir de ADN extraidos de las aletas de individuos de A. agassizii. Después, una primera
fase de validacion del enfoque de metabarcoding de ADNa fue realizada en una pecera. El objetivo
de esa fase de validacion preliminar fue de determinar si en una condicidon controlada (pecera) es
posible amplificar y secuenciar el ADN de 15 individuos A. agassizii y a partir del agua (ADNa).
Esa primera fase de validacion ha necesitado primero la construccion de una base de datos de
referencia a partir de las secuencias de cada marcador molecular (secuenciados por método Sanger)
obtenidos para cada uno de los 15 individuos introducidos en la pecera. Asi, se pudo determinar el
numero de variante (haplotipo) de los cuatro marcadores moleculares dentro de los 15 individuos
utilizados en la condicion pecera y comparar esa informacion con los haplotipos obtenidos a partir
del metabarcoding de ADNa (secuenciacion NGS) del agua de la pecera y también, a partir de una
mezcla equimolar de los ADN (mooc) extraidos de los 15 individuos. Para ser validado el método,
se deberia obtener el mismo niimero de haplotipos entre los tres tipos de ADN y metodologia de
secuenciacion. Una tltima fase de validacion fue realizada en condicion natural comparando, para
cada sitio de colecta, el numero de haplotipos obtenidos a partir del metabarcoding ADNa y el
numero de haplotipos obtenidos a partir del metabarcoding de mezclas equimolares ADN (mooc)

extraidos de las aletas de los individuos colectados. Para ser validado el método, el nimero de
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haplotipo identificado a partir del metabarcoding de ADNa deberia ser igual o mayor al nimero

de haplotipos identificados a partir de las mezclas de ADN.

2.3.2 IDENTIFICACION DE LAS REGIONES POLIMORFICAS DEL GENOMA

MITOCONDRIAL DE A. agassizii Y DISENO DE LOS PRIMERS

A partir de mitogenomas obtenidos para las tres especies de A. agassizii (Sp1, Sp2 y Sp3,
ITAP-IRD), se disefiaron cuatro pares de primers (D-loop, NDS5, Cytb y tRNA) correspondientes a
los cuatro genes mitocondriales mas polimorficos. Para identificar las regiones mas polimorficas,
se alinearon las secuencias de los mitogenomas con el software UGENE (Okonechnikov et al.,
2012) y se busco el mayor polimorfismo del genoma mitocondrial utilizando el software DNAsp
(Rozas et al., 2017) con una ventana corrediza de 250 pb y un paso de 25 pb. El tamafio de 250 pb
corresponde al tamafo generalmente enfocado en los estudios de metabarcoding de ADNa debido
al estado de degradacion del ADN dentro de las muestras ambientales y el tipo de secuenciacion

(2 x 300 pb, Miseq Illumina).

A partir del nimero de sustituciones encontrado por cada ventana corrediza de 250pb se orden¢ el
numero de sustituciones del mas grande al mas pequefio y se disefiaron los primers dentro de las
regiones que presentaban las mejores caracteristicas para los primers (talla del primer,
especificidad, contenido en GC, autoincompatibilidad) y el mayor polimorfismo de las secuencias

con la ayuda del programa Primer3 (Untergasser et al., 2012).
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Figura 13

Genoma mitocondrial de Apistogramma agassizii spl.

Nota. Fuente archivos LBGM ITIAP-IRD.

Los primers disefiados fueron sintetizados para la secuenciacion Sanger (para la
construccion de la base de referencia de haplotipos) y para la secuenciaciéon NGS con la empresa
Eurogentec. Para la secuenciacion Sanger, se sintetizaron cuatro pares de primers, uno para cada

marcador (Tabla 2). Para la secuenciacion NGS, se sintetizaron cocteles de tres pares de primers
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para cada marcador que consiste en agregar una extension en la parte 5° de la secuencia forward
y reversa TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGYy
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG, respectivamente. Estas extensiones
son necesarias para la fijacion de los index en la etapa de construccion de las librerias. Ademas,
entre las extensiones y las secuencias de los primers se agregaron de 1 a 3 nucleétidos (N) para

evitar la saturacion de la sefial al momento de la secuenciacion Illumina Miseq (Tabla 3).

Tabla 2

Secuencia de los Primers usados para la secuenciacion Sanger.

Nombre de Primers Secuencias (5'-3")

D-loop F S'-GTTTCTTCGCGCCTAAACCC-3'

D-loop R 5'-CTTCGGCGTGTGAAAACATTA-3'
tRNA F 5’-GCCAGGATTCTGGCTAAACTAC-3’
tRNA R 5’>-TGGGGACTTGGTATAACTAGACTG-3’

NDS5 F 5'-CCGTAACAGTTCTTGGCCTC-3'
ND5 R 5'-GAGGTAGGTTTTTACCAGGCCT-3'
Cytb F 5'-GGCCTCTGCCTAGTCTCCCA-3'
Cytb R 5'-GTAGCCCACGAAAGCGGTT-3'
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Tabla 3

Cocteles de 3 pares de Primers para cada marcador utilizado en la secuenciacion NGS.

Nombre de Secuencias (5'-3")

Primers
D-loop F1 =~ TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNGTTTCTTCGCGCCTAAACCC
D-loop F2 ~ TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNGTTTCTTCGCGCCTAAACCC
D-loop F3 ~ TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNNGTTTCTTCGCGCCTAAACCC
tRNA_F1 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNGCCAGGATTCTGGCTAAACTAC
tRNA_F2 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNGCCAGGATTCTGGCTAAACTAC
tRNA_F3 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNNGCCAGGATTCTGGCTAAACTAC
ND5_F1 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNCCGTAACAGTTCTTGGCCTC
ND5 F2 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNCCGTAACAGTTCTTGGCCTC
ND5 F3 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNNCCGTAACAGTTCTTGGCCTC
Cytb_F1 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNGGCCTCTGCCTAGTCTCCCA
Cytb_F2 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNGGCCTCTGCCTAGTCTCCCA
Cytb_F3 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGNNNGGCCTCTGCCTAGTCTCCCA
D-loop Rl ~ GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNCTTCGGCGTGTGAAAACATTA
D-loop R2  GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNCTTCGGCGTGTGAAAACATTA
D-loop R3 ~ GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNNCTTCGGCGTGTGAAAACATTA
tRNA_R1 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNTGGGGACTTGGTATAACTAGACTG
tRNA R2 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNTGGGGACTTGGTATAACTAGACTG
tRNA_R3 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNNTGGGGACTTGGTATAACTAGACTG
ND5 RI GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNGAGGTAGGTTTTTACCAGGCCT
ND5 R2 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNGAGGTAGGTTTTTACCAGGCCT
ND5 R3 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNNGAGGTAGGTTTTTACCAGGCCT
Cytb_R1 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNGTAGCCCACGAAAGCGGTT
Cytb R2 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNGTAGCCCACGAAAGCGGTT
Cytb R3 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGNNNGTAGCCCACGAAAGCGGTT
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2.3.3. OPTIMIZACION, AMPLIFICACION DE LOS MARCADORES MOLECULARES

Y CONSTRUCCION DE LA BASE DE DATOS DE REFERENCIA
2.3.3.1. EXTRACCION DEL ADN DE LOS TEJIDOS

La extraccion del ADN de los 15 individuos fue realizada a partir de un protocolo de
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) modificado de Doyle & Doyle (1987). Cada individuo
fue anestesiado previamente con una solucion de Eugenol al 10% (1 ml de Eugenol al 10% para
1L de agua), se cortd un pedazo de aleta (4 mg) y se agreg6 a un tubo de 1,5 ml con 500 pl de
tampon CTAB (CTAB 5%, NaCl 5M, EDTA 0,5M pH 8, Tris 1M), 10 pl de proteinasa K
(10mg.ml-1) y se incubd a 60°C durante dos horas. Después, se agregaron 500 pl de cloroformo
en cada tubo, se agitaron muy lentamente durante 5 min y se centrifugaron a 8000 rpm durante 5
min. El sobrenadante de la fase superior se pipeteo y se afiadié a un nuevo tubo de 1,5 ml con 600
ul con isopropanol a -20°C y se almacen6 a -20°C durante 2 horas. Después se centrifugaron los
tubos a 13000 rpm durante 15 min y se eliminé el sobrenadante. Se afiadieron 600 ul de etanol al
70%, se agitaron los tubos en vortex, se centrifugaron a 13000 rpm durante 15 min y se elimin6 el
sobrenadante, renovando la operacion una vez. Se colocaron los tubos en una estufa regulada a
37°C para secar el precipitado y se afiadieron 50 pl de agua ultrapura para resuspender el ADN

(UltraPure Distilled Water, Invitrogen).

Cada muestra fue posteriormente, cuantificada por espectrofotometria con un equipo
NanoDrop Eight de la marca Thermo Scientific. La concentracion de ADN se evalu6 a partir de la
absorbancia a 260 nm, y la calidad del ADN se estimé mediante el cociente 260/280, siendo

aceptable un valor entre 1.8 y 2.0.
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2.3.3.2 AMPLIFICACIONES, SECUENCIACIONES Y EDICIONES DE LAS

SECUENCIAS

Las amplificaciones se realizaron para cada uno de los marcadores mitocondriales (D-loop,
NDS5, Cytb y tRNA) con los primers moleculares disefiados (Tabla 2) a partir de las extracciones

de ADN de los 15 individuos de A. agassizii.

2.3.3.2.1 Optimizacion y amplificacion del marcador D-loop

Las muestras de ADN fueron amplificadas utilizando un kit de amplificacion de KOD Hot
Start DNA Polymerase Novagen, a partir de la configuracion de reaccion estandar del kit de
amplificacion para un volumen de 10ul (tabla 4). La optimizacion de la amplificacion se realizd
primero a partir de una gradiente de temperatura sobre la temperatura de hibridacion (55°C,
56.3°C, 57.2°C, 58.1°C, 58.9°C, 59.8°C, 60.7°C y 61.8°C), sobre siete muestras de ADN y un
blanco para controlar eventuales problemas de contaminaciones, con un termociclador de marca
Epperdorf flexlid. La calidad de la amplificacion fue controlada a partir de una electroforesis en
gel de agarosa al 2.5 % en una solucion de TBE 1X. El gel polimerizado fue depositado en una
cubeta de electroforesis llenada con buffer TBE 1X. Dentro de cada pozo, se depositaron una
mezcla de 3 pl de producto PCR con 3 pl de GelRed (intercalante de ADN). Cada muestra y el
control negativo fue depositado en pozos independientes y se colocd en otro pozo 0.5 ul de
marcador molecular de peso 100 pb a 1000 pb para controlar el tamafio de los productos
amplificados. La migracion fue realizada a 100 voltios por 40 minutos. Al cabo de la migracion el
gel de agarosa fue visualizado en un transiluminador UVP UV solo touch e impreso en Print

MITSUBISH ELECTRIC.
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Se determind que las mejores amplificaciones fueron a 58.9°C de temperatura de
hibridacion. Después, se realizd otra amplificacion con los mismos individuos fijando la
temperatura de hibridacion a 58.9°C con una gradiente de volimenes de MgSOs4. 0.4 ul, 0.5 ul, 0.6
ul, y 0.7 ul. Se determin6 que las mejores amplificaciones fueron con 0.6 ul de MgSOa. Las 15
muestras de ADN fueron después amplificadas a partir de las nuevas condiciones (Tabla 4y 5), y

un control negativo.

Tabla 4

Volimenes de reaccion utilizados para la amplificacion del marcador D-loop.

Componentes Volumen
H20 5.6 ul
10x Buffer 1 ul
dNTPs 1 pl
MgSO4 0.6 ul
D-loop Forward 0.3 ul
D-loop Reverse 0.3 ul
Taqg polimerase 0.2 ul
ADN 1 pl
Volumen total de reaccion 10 ul

Nota. La secuencia de oligonucledtidos de primers D-loop ver en la (Tabla 2)
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Tabla b

Condiciones del programa de amplificacion (PCR) para el marcador D-loop.

FASE TEMPERATURA TIEMPO NUMERO DE CICLOS
(°C)

Act_lvacmn de la 94 °C 10 min

polimerasa

Denaturacion 94 °C 30 sec

Hibridacion 58.9 °C 30 sec 35 ciclos

Extension 72 °C 15 sec

Extension final 72 °C 5 min

2.3.3.2.2 Optimizacion y amplificacion del marcador ND5

La muestras fueron amplificadas a partir de extractos totales de ADN, para lo cual se utiliz6
el kit AmpliTaq Gold 360 Master Mix (Applied Biosystems), la fase optimizacion se realizéd a
partir de 7 muestras +1 blanco, siguiendo el protocolo del fabricante, asi mismo se agrego6 2 ul de
DMSO (dimetilsulfoxido) un compuesto organico con la finalidad de aumentar la especificidad
(Tabla 6), en las condiciones del programa de amplificacion se agrego6 una fase touchdown con la
finalidad de aumentar la especificidad y evitar la amplificacion de secuencias no deseadas (Tabla
7), la amplificacion se corroboro mediante electroforesis, y después se amplifico las muestras

restantes.

43



Tabla 6

Volumenes de reaccion utilizados para la amplificacion del marcador ND5.

Componentes Volumen 1x
AmpliTaqg Gold 360 10 pl
H20 6.4 ul
DMSO 2 ul
ND5 Forward 0.3 ul
ND5 Reverse 0.3 ul
ADN 1 ul
Volumen total de reaccion 20 pl

Nota. La secuencia de oligonucleotidos de primers NDS5 ver en la (Tabla 2)

Tabla 7

Condiciones del programa de amplificacion (PCR) para el marcador ND5

FASE TEMPERATURA TIEMPO NUMERO DE CICLOS
. -7 (OC)
A ER e omn
95 °C 30 sec
TouchDown *68 °C 30 sec ~— 10 ciclos
72 °C 20 sec )
Denaturacion 95°C 30 sec )
Hibridacion 58.9 °C 30 sec — 35 ciclos
Extensién 72 °C 15 sec ]
Extension final 72 °C 5 min

Nota. * En la fase de TouchDown la temperatura desciende en 1°C en cada ciclo hasta llegar a la

temperatura de Hibridacion.
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2.3.3.2.3 Optimizacion y amplificacion del marcador Cytb

Las muestras de ADN fueron amplificadas con el kit KOD Hot Start DNA Polymerase de
Novagen, en la fase de optimizacion se trabajé con una concentracion de ADN de 50 ng/ pl
siguiendo el protocolo del fabricante con las 7 primeras muestras + 1 blanco (Tabla 8), y las
condiciones de amplificacion de la (Tabla 9), donde las muestras amplificaron correctamente y
fueron corroborados mediante electroforesis y después se amplificd las restantes muestras de

ADN.

Tabla 8

VolUmenes de reaccion utilizados para la amplificacion del marcador Cytb.

Componentes Volumen 1x
H20 5.6 ul
10x Buffer 1 ul
dNTPs 1 pl
MgSOq 0.6 ul
Cytb Forward 0.3 ul
Cytb Reverse 0.3 ul
Taqg polimerase 0.2 ul
ADN 1 pl
Volumen total de reaccion 10 ul

Nota. La secuencia de oligonucledtidos de primers Cytb ver en la (tabla 2)
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Tabla 9

Condiciones del programa de amplificacion (PCR) para el marcador Cytb.

FASE TEMPERATURA TIEMPO NUMERO DE CICLOS
(°C)

Act_lvacmn de la 94°C 10 min

polimerasa

Denaturacion 94 °C 30 sec

Hibridacion 58.9 °C 30 sec 35 ciclos

Extension 72 °C 15 sec

Extension final 72 °C 5 min

2.3.3.2.4 Optimizacion y amplificacion del marcador tRNA

La amplificacion del marcador tRNA se realizé con el kit AmpliTaq Gold 360 Master Mix
(Applied Biosystems), con muestras de ADN con una concentracion de 20 ng/ pl, y se agregé6 BSA
(albumina sérica bovina) 0.6 pl por cada reaccion (Tabla 10) y las condiciones de amplificacion
del termociclador se detalla en la (Tabla 11). La fase optimizacion se realizd con 7 muestras + 1

blanco y se corroboraron mediante electroforesis y luego se amplificaron las restantes 8§ muestras.
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Tabla 10

Volumenes de reaccion utilizados para la amplificacion del marcador tRNA.

Componentes Volumen 1x
AmpliTaqg Gold 360 10 pl
H20 8.24 ul
BSA 0.16 pl
ND5 Forward 0.3 ul
ND5 Reverse 0.3 ul
ADN 1 ul
Volumen total de reaccion 20 pl

Nota. La secuencia de oligonucledtidos de primers tRNA ver en la (tabla 2)

Tabla 11

Condiciones del programa de amplificacion (PCR) para el marcador tRNA.

FASE TEMPERATURA TIEMPO NUMERO DE CICLOS
. -7 (OC)
A ER e omn
95 °C 30 sec
TouchDown *68 °C 30 sec ~— 10 ciclos
72 °C 20 sec )
Denaturacion 95°C 30 sec )
Hibridacion 58.9 °C 30 sec — 35 ciclos
Extensién 72 °C 15 sec ]
Extension final 72 °C 5 min

Nota. * En la fase de TouchDown la temperatura desciende en 1°C en cada ciclo hasta llegar a la

temperatura de Hibridacion.
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2.3.4 SECUENCIACION
2.3.4.1 Purificacion de los productos PCR con EXO SAP

Los productos PCR de cada uno de los individuos (15) y por cada marcador fueron
purificados para eliminar los restos de primers y de nucleétidos. Para cada uno de ellos, se pipeteo
6 ul de producto PCR, se agreg6 un volumen de 2.4 ul de EXO SAP y se incub6 a 37° C por 15

minutos y 80°C por 15 minutos.

2.3.4.2 Reaccién de secuenciacion

A partir de los productos PCR purificados (6 ul + 2.4 ul) para cada individuo y cada
marcador, se realizaron dos reacciones de secuenciacion, uno para el sentido forward y otro para

el sentido reversa (Tabla 12), y las condiciones en el termociclador se detallan en la (Tabla 13).

Tabla 12

Reaccion de secuenciacién para el sentido forward y sentido reverse.

Reaccion en sentido Volumen 1X Reaccion en sentido Volumen 1X
forward reverse
H>O 4.4 ul H>O 4.4 ul
Big Dye 0.8 ul Big Day 0.8 ul
Primer Forward 0.8 ul Primer Reverse 0.8 ul
Producto PCR 4 ul Producto PCR 4 ul
VOLUMEN TOTAL 10 pl VOLUMEN TOTAL 10 pl
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Tabla 13

Condiciones de secuenciacion.

NUMERO DE
FASE TEMPERATURA (°C) TIEMPO
CICLOS

1 96 °C 1 min 1 ciclo
2 96 °C 15 sec —
3 50 °C 15 sec ]

— 30 ciclos
4 60 °C 4 min

2.3.4.3 Purificacion de la reaccién de secuenciacion.

La Purificacion de las reacciones de secuenciacion se realizdo agregando 40 pl de
Isopropanol al 65% (para una reaccion de secuenciacion de 10 pl), y se centrifugd por 30 segundos
a 1400 rpm a 4°C, luego se dejo a temperatura ambiente en la centrifuga por 20 minutos, y después
se centrifugaron a 14000 rpm por 25 minutos a 4°C. Se removieron el isopropanol por inversion
de los tubos y se seco las tapas en papel y luego se agregaron 200 pl de etanol al 60%, se hizo un
vortex antes de centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos a 4 °C (el lavado con etanol al 60% se
repitio dos veces), después se dejo secar en la centrifuga al vacio por 15 minutos. Las muestras de
la reaccion de secuenciacion se resuspendieron con 10 pl formamida se denaturaron a 95°C por 3

minutos y a 4°C por 2 minutos, finalmente se transfirieron a la placa de secuenciacion y fueron

analizados con el analizador genético ABI 3500XL de 24 capilares.
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2.3.5. EDICION DE SECUENCIAS SANGER

La edicion y el alineamiento multiple de las secuencias de ADN se realizaron utilizando el
software UGENE 50.0 (Okonechnikov et al., 2012). A partir de los electroferogramas de las
secuencias de ADN (forward y reverse) obtenidos del analizador genético ABI 3500XL en formato
.abl, cada una de las secuencias forward se observaron con detenimiento el electroferograma y se
cortaron las partes de mala calidad (zonas con pequeiias probabilidades de buena asignacion
nucleotidica que generalmente se ubica al inicio y final de las secuencias) y también se tomaron
decisiones de sobre las ambigiliedades nucleotidicas (Figura 14), al final cada secuencia se guardé
limpio y sin ambigiliedades en formato FASTA. Se repitio el mismo procedimiento para cada una
de las secuencias en reversa, una vez terminado con las secuencias en reverso se hizo un reverse
complemento con la finalidad de obtener dos secuencias forward para cada individuo y luego las
dos secuencias de cada individuo se compararon entre ellas, y cada vez que habia diferencias se
volvieron a mirar los electroferogramas para tomar la buena decision con base en la mejor
probabilidad de asignacion. Posteriormente se alinearon mediante el algoritmo ClustalW del
software, las secuencias consenso obtenidas a partir de la secuencia forward y reverse de cada
individuo. A cada vez que se observo una mutacion entre las secuencias de los individuos se volvid
a revisar los electroferogramas para asegurarte que se trataba de una verdadera mutacion (Figura

15).

Cabe indicar que se utiliz6 la misma metodologia para los 15 individuos y cada uno de los

cuatro marcadores mitocondriales (D-loop, ND5, Cytb y tRNA).
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Figura 14

Electroferograma de secuencias sanger de A. agassizii mostrando calidad de picos.

Nota. A= Secuencias al inicio sin buena asignacion nucleotidica. B= Secuencias con ambigiiedades

nucleotidicas. C= Secuencias al final sin buena asignacion nucleotidica.
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Figura 15

Secuencias de consenso con presencia de mutacion.

Notas. A = Secuencias de consenso alineadas que presentan mutacion. B = Electroferograma de la
secuencia forward, donde se valida la mutaciéon. C = Electroferograma de la secuencia reverse,

donde comprueba que se trata de una verdadera mutacion.

2.3.6. DISENO DE LA CONDICION CONTROLADA (acuario)

El ensayo en condiciones controladas (acuario) se llevo a cabo en las instalaciones del
Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (IIAP), sede Quistococha. Se utiliz6 un
acuario con una capacidad de 100 litros, previamente desinfectado con una solucion de lejia al 4%
y llenado con 50 litros de agua de lluvia. Se instalé una manguera de aireacion y se realizé un
filtrado en blanco de 20 litros de agua a través de un cartucho filtrante Waterra estéril con una
porosidad de 0.45 um para poder identificar eventuales contaminaciones. Al finalizar la filtracion,
se llend el cartucho con tampdn de conservacion Longmire y se almacend a 4°C hasta la extraccion

de ADN en el laboratorio. Los 20 litros de agua filtrada fueron descartados y se agregaron otros
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20 litros de agua de lluvia de la misma procedencia para mantener un volumen inicial de 50 litros

en el acuario.

Posteriormente, se introdujeron en el acuario un conjunto de 15 individuos pertenecientes
a dos especies del complejo A. agassizii. Diez individuos corresponden a la especie SP1 (cinco del
sitio JH22 de Jenaro Herrera, zona 1; cinco del sitio Na-1 de Nauta, zona 2) y cinco individuos de

la especie SP3 del rio Nanay de la zona 3 (Figura 16).

Figura 16

Filtracion de ADN ambiental en condicion controlada (acuario).

Nota. Figura de elaboracion propia. A = cartucho Waterra B = bomba de succion.

Después de 7 dias se filtro 20 litros de agua de la pecera a través de un cartucho Waterra y
después de terminar la filtracion, el cartucho fue llenado con el tampdn de conservacion Longmire

y almacenado a 4 °C hasta la extraccion de ADNa en el laboratorio.
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2.3.6.1. IDENTIFICACION DE LOS HAPLOTIPOS A PARTIR DEL MOOC Y ADNa

2.3.6.1.1 ELABORACION DEL MOOC

A partir de las extracciones de ADN de los 15 individuos se realizaron alicuotas diluidas a
3 ng.ul-1 (una por cada individuo). Se pipetearon 5 ul de cada alicuota que se depositaron en un

mismo tubo para constituir la mezcla equimolar de ADN total.

2.3.6.1.2. EXTRACCION DEL ADNa

El ADNa contenido dentro de los dos cartuchos Waterra fue extraido con el siguiente
protocolo: los cartuchos se introdujeron en una estufa regulada a 56°C durante 2 horas. Durante el
proceso de incubacion, los cartuchos se agitaron al menos 2 veces. El contenido de cada cartucho
se vertio y pesd en un frasco de recogida de muestras bioldgicas y se distribuyd en tres partes
idénticas en tres tubos de 50ml Oak Ridge High-Speed PPCO Centrifuge (NalgeneTM). Los tubos
se centrifugaron a 15000 g durante 15 min a 6°C. Una vez centrifugado, el sobrenadante de cada
tubo se pipetea de forma que quede 12 g del contenido dentro de cada tubo. Se afiadieron 27 ml de
etanol absoluto y 1,2 ml de acetato sdédico 3M y los tubos se colocaron a -20°C durante la noche.
A continuacion, los tubos se centrifugaron a 15 000 g durante 15 min a 6°C y los sobrenadantes se
descartaron por inclinacion. A continuacion, se afiadieron 2 x 720 pl de tampon ATL (tamp6n de
lisis tisular, Qiagen) a cada tubo y se agitaron ligeramente en vortex para desalojar el precipitado
«limpio» del fondo. El contenido de cada tubo se pipeted, evitando recoger la parte «sucian, y se
transfirio a tubos de 2 ml a los que se anadieron 20 pl de proteinasa K a 20 mg.pl-1 y se incubaron
2 horas a 56°C en una incubadora eppendorf con agitacion a 600 rpm. Para cada tubo se pipetearon
800 pl del contenido dos veces y se distribuyeron en tubos de 2 x 2 ml y se afadieron 250 pl de

tampon SB a cada tubo. Los tubos se agitaron en vortex y se centrifugaron con una centrifuga de
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sobremesa aproximadamente 5 segundos y los sobrenadantes se depositaron en columnas que
corresponden a la etapa 7 del kit NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel) y se continuaron las
extracciones con este protocolo. Al final de las extracciones de ADN. se obtuvieron para cada

filtro Waterra, seis tubos de 2 ml que contenian cada uno 50 pl de ADNa.

2.3.6.1.3. PREPARACION DE LAS LIBRERIAS GENOMICAS Y SECUENCIACION

NGS (metabarcoding de ADNa y mooc)

Las librerias genémicas fueron preparadas, para cada marcador, a partir del mooc de ADN,
y para cada filtro, a partir de las tres (3/6) alicuotas con mayor cantidad de ADN, representando
un total de siete muestras de ADN (1 del mooc, 3 filtros de pecera y 3 filtros blanco de pecera).
Las librerias gendmicas se prepararon de acuerdo con un PCR de dos pasos (Galan et al., 2018);
en el primer paso de PCR, la muestra de ADN del mooc fue amplificada tres veces (triplicado de
PCR, 1 x 3) y cada muestra de ADNa dos veces (duplicado de PCR, 6x2=12). Se generaron un
total de 96 librerias, que corresponde a 24 librerias (15 muestras + 9 blancos PCR) para cada uno
de los cuatro marcadores. En el segundo paso de PCR, cada libreria fue indexada utilizando
combinaciones tnicas de doble indexacion para excluir de manera mas eficiente los amplicones

quiméricos durante el procesamiento bioinformatico.

2.3.6.1.4. PARAMETRAJE DE LA HERRAMIENTA BIOINFORMATICA

Para extraer y filtrar el polimorfismo de las secuencias obtenidas después de la
secuenciacion Miseq, se utilizo el pipeline de analisis JAMP (Elbrecht et al., 2018) El paramétraje
de la herramienta fue optimizados con base en trabajos de simulacion y anélisis de datos realizados
en el laboratorio (articulo sometido, Estivals et al.). La herramienta JAMP utilizada se compone

de seis etapas principales: 1) Demultiplexing_shifted(): Organizacion de los reads en distintos
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archivos FASTQ de acuerdo con la combinacion de los index, permite organizar los datos por sitio
de colecta y marcador. 2) U_merge_PE(): Fusion de los reads emparejados en los sentidos forward
y reverse (read 1 y read 2), permite asociar los reads complementarios. 3) Cutadapt():
Identificacion y eliminacion de las secuencias de los primers, permite la filtracion de la region de
interés. 4) U_max_ee(): Es la probabilidad del error esperado maximo, permite eliminar los reads
de mala calidad a partir de la informacion de calidad contenida dentro del archivo fastq para cada
nucledtido. 5) U_subset(): Estandarizacion del esfuerzo de secuenciacion, permite homogeneizar
los esfuerzos de secuenciacion entre librerias (sitios de colecta) y poder comparar los resultados
obtenidos entre ellas. 6) Denoise(): Eliminacion de los falsos haplotipos a partir de la estrategia
“unoise” y diferentes valores de abundancia, y organizacion de los haplotipos en unidades

taxonomicas (OTU), permite organizar los verdaderos haplotipos en OTUs.

2.3.6.1.5. BARCODING GAP

La determinacion del umbral de distancia méxima entre haplotipos de un mismo OTU
(misma especie), se realizd mediante los paquetes Spider (Brown et al., 2012) y ape (Paradis et al.,
2004) en entorno de R. El barcoding gap fue determinado para cada marcador, para identificar la
distancia maxima dentro de la SP1 A. agassizii y la distancia minima entre SP1 y SP3. Para cada
uno de los marcadores utilizados no hay sobreposicion de la distancia genética intraespecifica y
de la distancia minima interespecifica. Entonces se puede escoger un valor en el intervalo (Gap)

entre las dos distribuciones.
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2.3.6.1.6 EXTRACCION Y FILTRACION DEL POLIMORFISMOS DE SECUENCIAS

(NGS)

La extraccion y filtracion del polimorfismo de los reads fue realizado para cada una de las
96 librerias con el pipeline de analisis JAMP (Elbrecht et al., 2018). Ese pipeline optimizado en el
laboratorio, que consta de cinco etapas. 1) U_merge_PE(): fusion de las secuencias emparejadas
en los sentidos forward y reverse (read 1 y read 2), permite asociar los reads complemetarios. 2)
Cutadapt(): identificacion y eliminacion de las secuencias de los primers, permite la filtracion de
la region de interés. 3) U_max_ee(): Es la probabilidad del error esperado maximo, permite
eliminar los reads de mala calidad a partir de la informacion de calidad contenida dentro del
archivo fastq para cada nucleétido. 4) U_subset(): Estandarizacion del esfuerzo de secuenciacion,
permite sortear un mismo numero de reads entre librerias para poder comparar los resultados
obtenidos entre ellas. 5) Denoise(): Eliminacion de los falsos haplotipos a partir de la estrategia
“unoise” y diferentes valores de abundancia, y organizacion de los haplotipos en unidades

taxonomicas (OTU), permite organizar los verdaderos haplotipos en OTUs.

2.3.7. ANALISIS DE DATOS

2.3.7.1 CARACTERIZACION DEL POLIMORFISMO DEL ADN DE LA BASE DE

DATOS DE REFERENCIA

El polimorfismo del ADN de los 15 individuos fue caracterizado para cada uno de los
marcadores a partir del nimero total de sitios (NS), el numero de sitios polimorficos (S), el nimero
de haplotipos (h), la diversidad haplotipica (Hd) y la diversidad nucleotidica (P1), utilizando el

programa DNAsp. (Rozas et al., 2016).
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2.3.7.2 COMPARACION DE LOS HAPLOTIPOS DE LA BASE DE DATOS DE

REFERENCIA VS NGS (MOOC Y ADNa)

Los haplotipos obtenidos a partir de la secuenciacion Sanger de los 15 individuos, del mooc
de ADN de los 15 individuos y del ADNa extraido de la pecera donde se mantuvieron los 15
individuos, fueron comparados con un arbol filogenético de maxima verosimilitud a partir del
mejor modelo de evolucion determinado con el criterio de inferencia bayesiana (BIC) utilizando
el servidor en linea IQTREE (Nguyen et al., 2015). El &rbol fue enraizado a partir de los haplotipos

de A. agassizii Sp3 y organizado con el programa Figtree (Rambaut, A. 2018).

2.3.8 EVALUACION EN CONDICION NATURAL (In situ)
2.3.8.1 COLECTA DE MATERIAL BIOLOGICO

Para cada sitio, se colectaron primero las muestras de ADNa y después los peces para no
remover el sedimento y perjudicar la filtracién del agua. Se filtraron un aproximado de 20 litros
de agua por sitio de colecta a través de un cartucho filtrante estéril Waterra con una porosidad de
0.45 pm, utilizando una bomba de presion de agua SEAFLO (Figura 17 y Tabla 1). Después de la
colecta, cada cartucho se llen6 con tampdn de conservacion Longmire y se almacend a 4°C hasta
la extraccion de ADN en el laboratorio. Al finalizar los muestreos, se realizé un blanco filtrando

20 1 de agua embotellada para identificar eventuales problemas de contaminacion.
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Figura 17

Filtracion de ADNa en condicién natural (in situ).

Nota. A: Sistema de filtracion; B: Cartucho de filtracion Waterra.

En la mayoria de los sitios de colecta, se capturaron individuos de A. agassizii utilizando
redes de playa (Figura 18). Se recogieron las puntas de las aletas de un aproximado de 30
individuos por sitio (Tabla 1), previamente anestesiados con eugenol, y tras el muestreo, fueron
liberados una vez despiertos. Cada punta de aleta se deposit6é individualmente en tubos de 2 ml,

etiquetados con un cédigo y llenados con alcohol de 96°, hasta la extraccion de ADN.
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Figura 18

Colecta de individuos A. agassizii con redes de pesca.

Nota. Figura de elaboracion propia

2.3.8.2. EXTRACCION DE ADNa, SECUENCIACION Y FILTRACION DE

POLIMORFISMO

La extraccion de ADNa se realizé con el kit NuceloSpin Soil (Macherey-Nagel), siguiendo
el protocolo descrito en la condicion controlada (acuario). La construccion de las librerias
genomicas se prepard de acuerdo a un PCR de dos pasos (Galan et al., 2018), descritas a detalle
en la parte de condicion controlada. La extraccion y la filtracion del polimorfismo se realizd con

el pipeline de analisis JAMP (Elbrecht et al., 2018).
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2.3.8.3 ANALISIS DE DATOS

2.3.8.3.1 RELACION DE LOS HAPLOTIPOS OBTENIDOS A PARTIR DEL

METABARCODING DE ADN DEL MOOC VS EL ADNa (validacion del enfoque ADNa)

Fueron comparados con un arbol filogenético de maxima verosimilitud a partir del mejor
modelo de evolucion determinado con el criterio de inferencia bayesiana (BIC) utilizando el
servidor en linea IQTREE (Trifinopoulos et al., 2016). El arbol fue enraizado a partir de los
haplotipos de A. agassizii Sp3 y organizado con el programa Figtree (Rambaut, A. 2018), este

procedimiento se realiz6 para cada marcador.

2.3.8.3.2 ESTRUCTURA POBLACIONAL A PARTIR DEL METABARCODING DE

ADNa

A partir de los diferentes haplotipos identificados con los arboles filogenéticos de maxima
verosimilitud, y los reads obtenidos de la secuenciacion NGS, se calcul6 la abundancia relativa en
porcentaje (%) que es igual a la cantidad de reads de un haplotipo encontrado en un sitio de colecta

dividido por el total de reads encontrados en un sitio de colecta y multiplicado por 100.

) ) Cantidad de reads de un haplotipo por sitio
Abundancia relativa (%) = - — x 100
Cantidad de reads total por sitio

Las proporciones de abundancia relativa (%) y los haplotipos se posesionaron en un mapa
de los sitios de colecta, con la finalidad de observar la distribucion de los haplotipos en la zona de

estudio y la estructura poblacional. Cabe resaltar que se realizo para los cuatro marcadores.
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CAPITULO Ill: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 RESULTADOS

3.1.1 CONDICION CONTROLADA
3.1.1.1 Base de datos de referencia

Se obtuvo un total de 60 secuencias consenso, cuatro marcadores para cada uno de los 15
individuos (ver Anexo 1). Para el marcador D-loop se ha obtenido cuatro haplotipos, 15 sitios
polimorficos, con una diversidad haplotipica de 0.771 y una diversidad nucleotidica de 0.03960
(Tabla 18). Para el marcador tRNA se obtuvo cinco haplotipos, 31 sitios polimorficos, y una
diversidad haplotipica de 0.781 y la diversidad nucleotidica de 0.05414 (Tabla 18). En cuanto el
marcador NDS5 se encontraron siete haplotipos, 22 sitios polimoérficos, y una diversidad haplotipica
de 0.838 y un valor de 0.03532 para la diversidad nucleotidica (Tabla 18). Asi mismo para el
marcador Cytb se obtuvieron cinco haplotipos, 24 sitios polimorficos, con una diversidad

haplotipica de 0.781 y la diversidad nucleotidica de 0.04476. (Tabla 18).

Tabla 14

Caracterizacion del polimorfismo de la base de referencia.

NUmero total NUmero desitios  NUmero de Diversidad Diversidad

Primers  desitios (NS) polimérficos (S) haplotipos (h) haplotipica (Hd) nucleotidica (Pi)

D-loop 185 15 4 0.771 0.03960
tRNA 273 31 5 0.781 0.05414
ND5 254 22 7 0.838 0.03532
Cytb 243 24 5 0.781 0.04476
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3.1.1.2 Valores obtenidos para el barcoding gap
Tabla 15

Barcoding gap para el marcador D-loop.

I I I
= = o o = = o o = = 2 2, 2, @, 2
2 2 < 2 2 2 < 2 2 2 < 2 2 2 <
— 5 —_
R HEER HE EEE R E HE R R EE
ag &g &g &2 &2 &2 &% &% &8 &% 2% a3 &% &% &%
<% <& <& <L <JE <Z <z <z <z <z <Z <Z <z <z <z

Apistogramma_Spl_

JH22-02 0.004

Apistogramma_Sp1_

JH22-13 0.000  0.004

Apistogramma_Spl

JH22-14 0.000 0.004 0.000

Apistogramma_Spl_

JH22-15 0.004 0.000 0.004 0.004

Apistogramma_Spl_

Na01-03 0.022 0.021 0.022  0.021

Apistogramma_Spl_

Na01-04 0.022 0.021 0.022 0.022 0.021 0.000

Apistogramma_Spl_

Na01-06 0.022 0.021 0.022 0.022 0.021 0.000 0.000

Apistogramma_Spl_

Na01-09 0.022 0.021 0.022 0.022 0.021 0.000 0.000 0.000

Apistogramma_Spl_

Na01-10 0.022 0.021 0.022 0.022 0.021 0.000 0.000 0.000 0.000

Apistogramma_Sp3_

Na01-05

Apistogramma_Sp3_

Na01-07 0.000

Apistogramma_Sp3_

Na01-08 0.000  0.000

Apistogramma_Sp3_
Na01-11
Apistogramma_Sp3
Na01-12

0.000  0.000 0.000

0.000  0.000 0.000 0.000

Nota. Los valores en amarillo corresponden las distancias intraespecificas y en verde las distancias
interespecificas, y en azul es el valor méximo de la distancia intraespecifica de SP1. En este caso

es inferior al valor minimo interespecifico (0.053)
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Tabla 16

Barcoding gap para el marcador ND5.

_ i i _ Z _ _ _ _ _ ) ) o ) )
Sz g Po 23 Bo 23 ébar °% 2% 23 33 BE 0% §=. oo
24 2d z2d 2d 24 B3 23 23 2g Zg Zgo Zo Zo Z2Zo 2o
<E E£E <@ € fE 22 22 €2 2 <7 <2 <2 &z <7 <2

Apistogramma_Sp1_J

H22-02 0.007

Apistogramma_Sp1_J

H22-13 0.003  0.010

Apistogramma_Sp1_J

H22-14 0.000 0.007 0.003

Apistogramma_Sp1_J

H22-15 0.003  0.003 0.007 0.003

Apistogramma_Sp1_

Na01-03 0.021  0.021 0.021  0.017

Apistogramma_Sp1_

Na01-04 0.021  0.021 0.024 0.021 0.017 0.000

Apistogramma_Sp1

Na01-06 0.021  0.021 0.024 0.021 0.017 0.000 0.000

Apistogramma_Sp1_

Na01-09 0.021 0.021 0.024 0.021 0.017 0.000 0.000 0.000

Apistogramma_Sp1_

Na01-10 0.000  0.000 0.000

Apistogramma_Sp3_

Na01-05

Apistogramma_Sp3

Na01-07 0.000

Apistogramma_Sp3

Na01-08 0.007  0.007

Apistogramma_Sp3
Na0l-11
Apistogramma_Sp3_
Na01-12

0.000  0.000 0.007

0.000 0.000 0.007 0.000

Nota. Los valores en amarillo corresponden las distancias intraespecificas y en verde las distancias
interespecificas, y en azul es el valor maximo de la distancia intraespecifica de SP1. En este caso

es inferior al valor minimo interespecifico (0.049)

64



Tabla 17

Barcoding gap para el marcador Cytb.

i i i i i _l _ _ _ ) ! ! ! ! !
A A & A& & a a & & & A e a6 4
S5 5y 3o 5x 5o 33 53 58 33 55 B3 85 Sz B 49
<I < < <I <@m <Z2 <Z <Z <zZ <Z <Z <z <z <z <Z

Apistogramma_Sp1_

JH22-02 0.011

Apistogramma_Spl_

JH22-13 0.000 0.011

Apistogramma_Spl_

JH22-14 0.000 0.011  0.000

Apistogramma_Spl_

JH22-15 0.014 0.004 0.014 0.014

Apistogramma_Sp1_

Na01-03 0.025 0.025 0.025 0.025

Apistogramma_Spl_

Na01-04 0.025 0.029 0.025 0.025 0.025 0.000

Apistogramma_Spl

Na01-06 0.025 0.029 0.025 0.025 0.025 0.000 0.000

Apistogramma_Sp1_

Na01-09 0.025 0.029 0.025 0.025 0.025 0.000 0.000 0.000

Apistogramma_Sp1_

Na01-10 0.000  0.000 0.000

Apistogramma_Sp3_

Na01-05

Apistogramma_Sp3_

Na01-07 0.000

Apistogramma_Sp3_

Na01-08 0.000  0.000

Apistogramma_Sp3_
Na0l-11
Apistogramma_Sp3_
Na01-12

0.000  0.000 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000

Nota. Los valores en amarillo corresponden las distancias intraespecificas y en verde las distancias
interespecificas, y en azul es el valor maximo de la distancia intraespecifica de SP1. En este caso

es inferior al valor minimo interespecifico (0.068)
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Tabla 18

Barcoding gap para el marcador tRNA.

— — — — — — — — - - o [3a) [3a) L3a) L3a)

5% 5% goﬂ. gﬁ.’ £ §% §3 5§53 5% 5% 5§58 5§58 5% gﬁ. gﬁ'
29 249 28 28 249 23 23 23 83 23 23 83 23 23 23
E5 E5 2 25 ZF B2 27 27 27 27 27 27 27 27 27

Apistogramma_Sp1

_JH22-02 0.003

Apistogramma_Sp1

_JH22-13 0.003  0.000

Apistogramma_Sp1

_JH22-14 0.003  0.006 0.006

Apistogramma_Sp1

_JH22-15 0.003  0.000 0.000 0.006

Apistogramma_Sp1

_Na01-03 0.029 0.026 0.026 0.026

Apistogramma_Sp1

_Na01-04 0.029 0.026 0.026 0.033 0.026 0.000

Apistogramma_Sp1

_Na01-06 0.029 0.026 0.026 0.033 0.026 0.000 0.000

Apistogramma_Sp1

_Na01-09 0.029 0.026 0.026 0.033 0.026 0.000 0.000 0.000

Apistogramma_Sp1

_Na01-10 0.000  0.000 0.000

Apistogramma_Sp3

_Na01-05

Apistogramma_Sp3

_Na01-07 0.000

Apistogramma_Sp3

_Na01-08 0.000  0.000

Apistogramma_Sp3
_Na0l1-11
Apistogramma_Sp3
_Na01-12

0.000  0.000  0.000

0.000 0.000 0.000 0.000
Nota. Los valores en amarillo corresponden las distancias intraespecificas y en verde las distancias

interespecificas, y en azul es el valor maximo de la distancia intraespecifica de SP1. En este caso

es inferior al valor minimo interespecifico (0.088).
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3.1.1.3 Comparacion de los haplotipos de la base de datos de referencia vs obtenidos a partir

del metabarcoding (mooc y ADNa)

3.1.1.3.1 D-loop en condicidon controlada

Tres de cuatro haplotipos identificados a partir del metabarcoding de ADNa fueron
idénticos con los haplotipos de referencia. Para el mooc, dos de tres haplotipos identificados fueron
idénticos con los haplotipos de referencia. Para la poblacion de Apistogramma Spl JH22 se
identifico dos haplotipos, un haplotipo en comun entre ADNa y los individuos de JH22-13, JH22-
14, JH22-01, y el otro haplotipo en comun entre el mooc y los individuos JH22-15 y JH22-02. Asi
mismo para la poblacion de Apistogramma Spl Nauta se encontrd un haplotipo en comun entre
ADNa, mooc y los cinco individuos de referencia. También se encontrd un haplotipo para los cinco
individuos de la poblacion de Apistogramma Sp3 Nanay y de ADNa. Solo un haplotipo,
identificado con el mooc y el ADNa no corresponde a un haplotipo de la base de datos de

referencia.
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Figura 19

Arbol filogenético para el marcador D-loop en condicion controlada .
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ua e N haplo 1 1

ua  ooc haplo 1 1

pistogra a pl Nal 4
pistogra a pl Nal 3

pistogra a p1l Nal 1

pistogra a pl Nal

pistogra a p1l Nal
ua ¢ N haplo
pistogra a p3 Nal 1
pistogra a p3 Nal

pistogra a p3 Nal

pistogra a p3 Nal 11

pistogra a p3 Nal 5

0.02

Notas. Grupo externo Apistogramma SP3
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3.1.1.3.2 tRNA en condicion controlada

Todos los haplotipos de la referencia fueron encontrados a partir del ADNa (Figura 20).
Para la poblacion de Nauta los cinco individuos comparten el mismo haplotipo y fue encontrado
con el ADNa. Dentro de los cinco individuos de la poblacién JH22 se observa tres haplotipos y
cada uno de ellos fueron encontrados con el ADNa. Un haplotipo corresponde al individuo JH22-
14, un segundo haplotipo corresponde al individuo JH22-01, y un tercer haplotipo compartido por
los individuos JH22- 13, JH22- 15, y JH22- 02. Asi mismo se muestra un haplotipo en comun para
la poblacion de Apistogramma Sp3 Nanay conformado por los 5 individuos, ADNa y mooc. Cada

uno de los haplotipos son diagndsticos de una poblacion.
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Figura 20

Arbol filogenético para el marcador tRNA en condicion controlada.

LEYENDA

. Base de referencia

0.007

Notas. Grupo externo Apistogramma SP3
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3.1.1.3.3 ND5 en condicion controlada

A partir del ADNa fueron encontrados cuatro de los siete haplotipos de referencia. Los
cinco individuos de la poblacidén de Nauta comparten el mismo haplotipo y fue identificado a partir
del ADNa y del mooc. Los cinco individuos de la poblacion JH22 son conformados por un total
de cuatro haplotipos, un haplotipo que corresponde al individuo JH22-02 y fue encontrado a partir
del ADNa, un segundo haplotipo que corresponde al individuo JH22-15 que fue también
encontrado a partir del ADNa y del mooc, un tercer haplotipo entre los individuos JH22-14, JH22-
01 que fue identificado a partir del ADNa y del mooc, un cuarto haplotipo conformado solo por el
individuo JH22-13. Para la poblacion de Apistogramma Sp3 Na, ninguno de los haplotipos fue
encontrado a partir del ADNa. También, tres haplotipos no estan presentes dentro de la base de

datos de referencia (figura 21).
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Figura 21

Arbol filogenético para el marcador ND5 en condicion controlada.
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Notas. Grupo externo Apistogramma SP3
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3.1.1.3.4 Cytb en condicién controlada

Todos lo haplotipos de SP1 fueron encontrados a partir del ADNa y del mooc, sin embargo,

muchos haplotipos son diferentes de los haplotipos de referencia (Figura 22).

Figura 22

Arbol filogenético para el marcador Cytb en condicion de controlada.
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Notas. Grupo externo Apistogramma SP3
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3.1.2 CONDICION NATURAL

3.1.2.1. Comparacion de los haplotipos obtenidos a partir del metabarcoding (mooc y ADNa)

3.1.2.1.1. D-loop en condicion natural

Un total de cinco haplotipos fue identificado, tres haplotipos en comun fueron obtenidos a
partir de las muestras de ADNa y de los mooc: uno identificado en JH18-1 mooc, JH22- ADNa, y
JH22 mooc. El segundo haplotipo fue identificado en JH18-1 mooc, JH19-2 ADNa, JH19-2 mooc,
JH22- ADNa, y JH22 mooc (Figura 23), y un tercer haplotipo en Na-1 ADNa, y Na-1 mooc. Dos

haplotipos fueron identificados solamente a partir de los mooc de ADN.

Figura 23

Arbol filogenético para el marcador D-loop en condicion natural.

— 1 ooc haplo 1

LEYENDA 1 1 ooc haplo 1
. ADNa e N haplo 1 1
ooc haplo 1 1
Mooc

E— 1 1 ooc haplo 3 1

1 1 ooc haplo 1 1

1 e N haplo 1 1

1 ooc haplo 1 1

e N haplo 1

ooc haplo 1

\ Nal e N haplo 1 1
1

Nal ooc haplo 1

pistogra a p3 Nal 5

Nota. Enraizado con Apistogramma Sp3 Na01-05.
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3.1.2.1.2 tRNA en condicion natural

Cinco haplotipos en comun fueron identificados a partir de las muestras de ADNa y de los
mooc de ADN (Figura 24). Solo un haplotipo fue solamente identificado a partir del mooc de

ADN.

Figura 24

Arbol filogenético para el marcador tRNA en condicion natural.

e N haplo 1
LEYENDA 4{
- 1 1 ooc haplo 1

. ADNa 4{ 11 ¢ N haplo 1

11 ooc haplo 1

Mooc
e N haplo 1 1

ooc haplo 1 1

11 e N haplo 1 1
11 ooc haplo 1 1
1 1 e N haplo I 1

1 1 ooc haplo 1 1

1 e N haplo | 1
1 ooc haplo 1 1

e N haplo 1 1

ooc haplo 1 1

Nal ooc haplo 1 1

Nal e N haplo 1 1

Nal ooc haplo 1

Nal ooc haplo 3 1

Nal e N haplo 1

pistogra a p3 Nal 5

0.007

Nota. Enraizado con Apistogramma Sp3 Na01-05.
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3.1.2.1.3 ND5 en condicién natural

Para el marcador NDS5, fueron identificados cinco haplotipos en comun entre las muestras
ADNa y de los mooc de ADN. Seis haplotipos fueron encontrados solamente con los mooc de

ADN (figura 25).

Figura 25

Arbol filogenético para el marcador ND5 en condicién natural.

| e N haplo 1

LEYENDA ' ooc haplo 4 1
e N haplo 3 1

. ADNa ooc haplo 3 1

—— ooc haplo 1

| haplo 5 1
Mooc ooc haplo
e N haplo 1 1

ooc haplo 1 1

11 ooc haplo 1
e N haplo 1
ooc haplo 1 1

e N haplo 1

ooc haplo 1
11 e N haplo 1 1
11 ooc haplo 1 1
1 e N haplo 1 1

1

1 1 ooc haplo 1 1
1 e N haplo 1 1
1 ooc haplo 1 1

e N haplo 1 1

ooc haplo 1

— 1 ooc haplo 1

|— Nal ooc haplo 3 1
Nal e N haplo 1 1

Nal ooc haplo 1 1
Nal ooc haplo 1
Nal ooc haplo 4 1

pistogra a p3 Nal 5

0.009

Nota. Enraizado con Apistogramma Sp3 Na01-05.
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3.1.2.1.4 Cytb en condicién natural

Solo se encontrd un haplotipo en comun con las muestras de ADNa y de los mooc, y los

16 haplotipos restantes solamente se ha encontrado a partir de los mooc de ADN (Figura 26)

Figura 26

Arbol filogenético para el marcador Cytb en condicién natural.

ooc haplo |

LEYENDA -

ooc haplo 1
ooc haplo 5 1
ADNa _l_
ooc haplo 11 1
ooc haplo 1 1
o
ooc haplo 3 1
ooc haplo 3 1

_'— ooc haplo 1 1
1

ooc haplo 4

— 1 1 ooc haplo 1
ooc haplo 1 1
ooc haplo 1 1
ooc haplo 4 1

ooc haplo 1
ooc haplo 1

ooc haplo 1

] 11 ooc haplo 1 1
1 1 ooc haplo 1 1
1 e N haplo 1 1
1 ooc haplo 1 1
e N haplo 1 1
ooc haplo 1

Nal e N haplo 1 1

LNal ooc haplo 1 1
Nal ooc haplo 1

pistogra a p3 Nal 5

0.03

Nota. Enraizado con Apistogramma Sp3 Na01-05.
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3.1.3 ESTRUCTURA POBLACIONAL

3.1.3.1 Distribucién y abundancia relativa de los haplotipos dentro del area de estudio

obtenidos a partir de ADNa para los cuatro marcadores

3.1.3.1.1 Distribucién y abundancia para el marcador D-loop

El haplotipo uno (Hap 1) se encuentra distribuido en los sitios JH19-2, con abundancia
relativa de 100%, y JH22 con una abundancia relativa de 85%, Asi mismo el haplotipo dos (Hap
2) se distribuye solamente en el sitio JH22, con una abundancia relativa de 15%. En tanto el
haplotipo tres (Hap 3) se encuentra en el sitio Na-1, con una abundancia relativa de 100%. Ningtin

haplotipo fue encontrado dentro de los sitios JH9, JH11 y JH18-1.
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Figura 27

Distribucidn y abundancia relativa en % para el marcador D-loop.

Nota. A: Zona 1; B: Zona 2
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3.1.3.1.2. Distribucion y abundancia para el marcador tRNA

El haplotipo tres (Hap 3) esta distribuido en todos los sitios de Jenaro Herrera: tiene una
abundancia relativa de 100% en los sitios JH9, JH18-1 y JH19-2. El haplotipo uno (Hap 1) tiene
una abundancia relativa de 42% en el sitio JH22 y el haplotipo dos (Hap 2) de 46% en el sitio
JH11. Por ultimo, los haplotipos cuatro y cinco se encuentra inicamente en el sitio Na-1 con una

abundancia relativa de 89 % y 11% respectivamente.
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Figura 28

Distribucién y abundancia relativa en % para el marcador tRNA.

Nota. A: Zona 1; B: Zona 2
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3.1.3.1.3. Distribucion y abundancia para el marcador ND5

Para ND35, el haplotipo cuatro (Hap 4) estd distribuido entre todos los sitios de Jenaro
Herrera, con una abundancia relativa de 100% dentro de los sitios JH11, JH18-1 y JH19-2. En los
sitios JH22 y JH9, este haplotipo tiene una abundancia relativa de 78% y 49%, respectivamente.
El haplotipo uno (Hap 1) se encuentra distribuido en los sitios JH9 y JH22 con una abundancia de
51% y 9%, respectivamente. Los haplotipos dos (Hap 2) y tres (Hap 3) se distribuyen solamente
en el sitio JH22, con una abundancia de 7% y 6%, respectivamente. El haplotipo 5 se distribuye

solamente en el sitio Na-1 con una abundancia relativa de 100%.
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Figura 29

Distribucién y abundancia relativa para el marcador ND5.

Nota. A: Zona 1; B: Zona 2
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3.1.3.1.4 Distribucién y abundancia para el marcador Cytb.

Solo un haplotipo fue identificado para el Cytb dentro de los sitios JH22, JH19-2 y Na-1.

Figura 30

Distribucion y abundancia relativa para el marcador Cytb.

Nota. A: Zona 1; B: Zona 2
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3.2 DISCUSION

1. Condicién controlada (pecera)

La eficiencia del metabarcoding de ADNa en la condicion controlada fue variable entre los
diferentes marcadores utilizados. Los mejores resultados fueron obtenidos con el marcador
molecular tRNA 5/5, los cinco haplotipos encontrados a partir del metabarcoding de ADNa
coinciden con los cinco haplotipos de la base de datos de referencia. Existen muy pocos estudios
que evaluaron el enfoque de metabarcoding de ADNa, en condicion controlada (acuario), por
ejemplo, para identificar los haplotipos o alelos al nivel intraespecifico, Andrés et al. (2021)
documento hasta 121 alelos en ADNa de 253 alelos totales identificados de individuos
genotipados. Sin embargo, los estudios realizados al nivel de especies mostraron también la
eficiencia del enfoque para identificar especies de moluscos como en los estudios de Marshall &
Stepien, (2019), pudo identificar y distinguir simultaneamente entre los mejillones cebra y quagga.

En peces y anfibios Evans et al. (2016) detect6 nueve especies de nueve evaluadas en mesocosmos.

Los marcadores D-loop 3/4 y NDS5 4/7 identificaron la mayoria de los haplotipos esperados
en la base de referencia; sin embargo, algunas secuencias no coincidieron con la referencia, lo que
sugiere la presencia de falsos haplotipos derivados de errores de secuenciacion o de filtracion
bioinformatica. Este patrén es congruente con lo sefialado por Elbrecht et al. (2018), Thomsen &
Willerslev (2015) y Zanovello et al. (2024). A pesar de ello, los tres marcadores permitieron
identificar dos niveles de estructura poblacional en A. agassizii: (1) una separacion clara entre
Nanay (Zona 3) y las zonas Jenaro Herrera (Zona 1) y Nauta (Zona 2); y (2) la diferenciacion entre
haplotipos de JH22 y Na-1, lo cual coincide con los patrones descritos por Estivals et al. (2020,

2022).

85



En el caso de Cytb, los resultados no fueron interpretables debido a un error humano

durante la construccion de librerias, confirmado por la revision de los controles.

2. Condicion natural (in situ)

Los resultados obtenidos entre los marcadores D-loop (h=3), tRNA (h=5) y ND5(h=5) son
bastantes coherentes entre ellos, los haplotipos encontrados en la zona 2 (Nauta) son diagndsticos
de esta zona e igual que en la zona 1 (Jenaro Herrera), ningin haplotipo se comparte entre estas
dos zonas. Esta segregacion de los haplotipos entre ambas regiones es muy coherente con lo
observado por Estivals et al. (2020, 2022) con marcadores nucleares y mitocondriales, quienes

reportaron multiples poblaciones genéticamente distintas aun a distancias muy reducidas.

Con el marcador D-loop no se pudo identificar haplotipos dentro de los sitios JH9, JH11 y
JH18-1. Aunque D-loop present6 el menor numero de reads por libreria entre todos los marcadores
moleculares amplificados, es muy probable que una mayor profundidad de secuenciacion permita
identificar haplotipos en los tres sitios. Esta posibilidad esta respaldada por estudios como el de
(Tsuji et al., 2020) que revelaron el alto poder de resolucion del D-loop. Por ejemplo, en el pez
Plecoglossus altivelis, este marcador fue capaz de detectar la totalidad de los nueve haplotipos

previamente conocidos.

Los sitios de la zona 1 comparten generalmente el mismo haplotipo y es generalmente el
mas abundante. El sitio JH22 present6 la mayor diversidad haplotipica en los tres marcadores, lo
que sugiere una mayor talla poblacional efectiva (Ne). Este resultado coincide con estudios que
asocian la diversidad de haplotipos detectados mediante ADNa con variaciones en abundancia o

estructura efectiva de las poblaciones (Adams et al., 2023; Parsons et al., 2018).
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El ADNa puede revelar especies cripticas como es el caso de A agassizii SP1 y A agassizii
SP3. Coinciden con los trabajos de Parsons et al. (2018) quienes identificaron haplotipos

exclusivos en especies cripticas de marsopas.

La presencia de un nimero elevado de haplotipos exclusivos por zona también es coherente
con los hallazgos de Sigsgaard et al. (2017), quienes demostraron que el ADNa puede detectar mas
haplotipos que los métodos convencionales en especies con fuerte estructuracion espacial, como

en el tiburdn ballena.

3. El metabarcoding de ADNa para estudios intraespecificos: una linda perspectiva

Comprender los mecanismos que subyacen a los patrones de diversidad genética en las
poblaciones naturales ha sido una cuestion central en la biologia evolutiva durante décadas (Avise,
2012; Ellegren & Galtier, 2016; Vellend & Geber, 2005). Dado que la diversidad genética de las
poblaciones puede ayudar a documentar una amplia gama de mecanismos ecoevolutivos, desde la
dispersion y el reclutamiento hasta la reproduccion, resulta de interés para una gran variedad de
disciplinas, entre ellas la biologia de poblaciones y la conservacion (Hastings & Harrison, 1994;
Pulliam, 1988; Whiteley et al., 2015). El rapido desarrollo de las tecnologias de secuenciacion
durante las ultimas décadas ha proporcionado un nivel de comprension sin precedentes de la
dinamica que influye en la diversidad genética de las poblaciones (Glenn, 2011; Shendure & Ji,

2008).

En este estudio se demostrd que el metabarcoding del ADNa puede ser utilizado para
identificar polimorfismos poblacionales en el contexto de la mega biodiversidad de la amazonia

peruana, al respecto (Adams et al., 2023; Marshall & Stepien, 2019; Parsons et al., 2018; Sigsgaard
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et al., 2017; Stepien et al., 2019) demostraron el uso de ADNa para estudios poblacionales en
regiones subtropicales y frios. Estudios realizados en otras partes del mundo mostraron que el
ADNa puede identificar la variacion haplotipica mas abundante presente en una poblacion, lo que
respalda la idea del ADNa para describir la diversidad genética dentro de una poblacion como una
herramienta de monitoreo a gran escala (Adams et al., 2023; Marshall & Stepien, 2019; Parsons et
al., 2018; Sigsgaard et al., 2017; Stepien et al., 2019).; Thomsen & Willerslev, 2015;). El
metabarcoding de ADNa tiene un gran potencial para estudios ecologicos y el monitoreo de la
biodiversidad en una amplia gama de ecosistemas acuaticos (Thomsen & Willerslev, 2015). En el
presente estudio, se ha enfocado sobre marcadores mitocondriales, pero estudios de Andres et al.
(2021, 2023) mostraron que el metabarcoding de ADNa puede también ser utilizado para
marcadores nucleares. Eso ofrece grandes perspectivas para identificar flujo genético entre
poblaciones y evidenciar estructuras poblacionales mas complejas. Se recalca que el éxito del uso
del ADNa depende mucho del marcador utilizado, pero también de las etapas de filtracion de los
ruidos de secuenciacion para evitar de considerar dentro de los resultados falsos positivos. Los
falsos haplotipos tienen tendencia a romper la estructura poblacional y hacer desaparecer la
estructuracion de las poblaciones. Se concuerda con los estudios de (Elbrecht et al., 2018a; Tsuji
et al., 2020; Zanovello et al., 2024), que, mejorando la filtracion, la correccion o eliminacion de
secuencias erroneas mejoran la precision de las evaluaciones de diversidad genética intraespecifica

mediante analisis de ADNa y por ende las inferencias poblacionales.

88



CONCLUSIONES

El estudio demuestra que el metabarcoding de ADNa es una herramienta eficaz y robusta
para detectar el polimorfismo poblacional de A. agassizii en la Amazonia peruana,
obteniendo resultados comparables a los derivados de ADN de tejido.

Los marcadores D-loop y tRNA fueron los més eficientes para identificar el polimorfismo
de A. agassizii dentro de la zona de estudio. Destacando la importancia de probar multiples
marcadores moleculares para validar el método de ADNa.

Se valid6 la metodologia de ADNa tanto en condiciones controladas como en condiciones
naturales, demostrando capacidad para detectar variaciones genéticas a escala micro
geografica y haplotipos exclusivos.

En referencia a la estructura poblacional de A. agassizii, se identifico dos poblaciones
fuertemente diferenciadas entre las zonas de Nauta y Jenaro Herrera y también se observo
una diferenciacion entre las microcuencas de la zona de Jenaro Herrera en especial de los

sitios JH11 y JH22, atribuida a su baja dispersion y caracteristicas ecoldgicas.
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RECOMENDACIONES

Implementar el metabarcoding de ADNa como herramienta rutinaria para estudios de la
biodiversidad de peces Amazonicos Su caracter no invasivo y costo-efectivo permite obtener

informacion sin afectar a los individuos ni requerir grandes esfuerzos logisticos.

Integrar marcadores nucleares a los marcadores mitocondriales para estudios de flujo

genético y dinamica de poblaciones.

Fortalecer la base de datos de secuencias de referencia, con individuos provenientes de
diversas cuencas para tener una mayor representacion del polimorfismo de la especie estudiada y

para ayudar a identificar los falsos haplotipos.

Capacitar en bioinformatica técnicas moleculares para consolidar redes de monitoreo en la

Amazonia Peruana.
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ANEXO: 1 Base de datos de referencia

INDIVIDUQOS

SECUENCIAS CONSENSO

D-LOOP

Apistogramma_Spl
JH22-01

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCGCTCTTTCGAAATAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACA
CATAAATACAATAACACTACGCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG

Apistogramma_Spl
JH22-02

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCCGCTCTTTCGAAACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTAC
ACATAAATACAATAACACTACGCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG

Apistogramma_Spl
Na01-03

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCTACTCTTTTCGCAACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTATGATAGCATTATAACTAGACTA
CACATAAATACAATAACACTACGCTGCTGCGCTACTCTCACTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG

Apistogramma_Spl
Na01-04

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCTACTCTTTTCGCAACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTATGATAGCATTATAACTAGACTA
CACATAAATACAATAACACTACGCTGCTGCGCTACTCTCACTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG

Apistogramma_Sp3
Na01-05

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCACTCTTTTCATAACAATACTTTGAACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGGTAACATTATAACTAGACTAC
ACGTAAATACAATGGTACTACGCTGCTGCACTACTCTCACTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG

Apistogramma_Spl
Na01-06

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCTACTCTTTTCGCAACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTATGATAGCATTATAACTAGACTA
CACATAAATACAATAACACTACGCTGCTGCGCTACTCTCACTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG

Apistogramma_Sp3
Na01-07

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCACTCTTTTCATAACAATACTTTGAACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGGTAACATTATAACTAGACTAC
ACGTAAATACAATGGTACTACGCTGCTGCACTACTCTCACTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG

Apistogramma_Sp3
Na01-08

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCACTCTTTTCATAACAATACTTTGAACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGGTAACATTATAACTAGACTAC
ACGTAAATACAATGGTACTACGCTGCTGCACTACTCTCACTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG

Apistogramma_Spl
Na01-09

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCTACTCTTTTCGCAACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTATGATAGCATTATAACTAGACTA
CACATAAATACAATAACACTACGCTGCTGCGCTACTCTCACTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG

Apistogramma_Spl
Na01-10

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCTACTCTTTTCGCAACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTATGATAGCATTATAACTAGACTA
CACATAAATACAATAACACTACGCTGCTGCGCTACTCTCACTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG

Apistogramma_Sp3
NaOl-11

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCACTCTTTTCATAACAATACTTTGAACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGGTAACATTATAACTAGACTAC
ACGTAAATACAATGGTACTACGCTGCTGCACTACTCTCACTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG

Apistogramma_Sp3
Na(01-12

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCACTCTTTTCATAACAATACTTTGAACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGGTAACATTATAACTAGACTAC
ACGTAAATACAATGGTACTACGCTGCTGCACTACTCTCACTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG
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Apistogramma_Spl
JH22-13

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCGCTCTTTCGAAATAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACA
CATAAATACAATAACACTACGCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG

Apistogramma_Spl
JH22-14

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCGCTCTTTCGAAATAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACA
CATAAATACAATAACACTACGCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG

Apistogramma_Spl
JH22-15

GTTTCTTCGCGCCTAAACCCCCCTACCCCCCTAAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATA
TCGAGAAGCCCCCCCGCTCTTTCGAAACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTAC
ACATAAATACAATAACACTACGCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCGTAATGTTTTCACACGCCGAAG

tRNA

Apistogramma_Spl
JH22-01

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACGCTCTGCCAACC-CATCCGAGCTCTGCCAACC-
CATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCT
GATACATAATTTTAAGTAAGATACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAA
AAATTATTAAATCCAAAAATTAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCATCAGTCTAGTTATACC
AAGTCCCCA

Apistogramma_Spl
JH22-02

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACGCTCTGCCAACC-CATCCGAGCTCTGCCAACC-
CATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCT
AATACATAATTTTAAGTAAGATACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAA
AAATTATTAAATCCAAAAATTAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCATCAGTCTAGTTATACC
AAGTCCCCA

Apistogramma_Spl
Na01-03

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACTCTCTGCCAATC-CACCCAAGCTCTGCCAATC-CACCCAAGCTCTGCCAATCC-
TATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGA
TACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAATT
AATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCATCAGTCTAGTTATACCAAGTCCCCA

Apistogramma_Spl
Na01-04

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACTCTCTGCCAATC-CACCCAAGCTCTGCCAATC-CACCCAAGCTCTGCCAATCC-
TATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGA
TACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAATT
AATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCATCAGTCTAGTTATACCAAGTCCCCA

Apistogramma_Sp3
Na01-05

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACTCTCTGCCATTTTCTTCCGAGCTCTGCCATTTTCTTCCGAGCTCTGCCATTTT-
TATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCTATGGTGTCTAATACATACTTTTAAGTAAGAT
ACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACACCAACAGTTGACCTAAAAAATTTACCCAAACCAGGAAAATTATTAAATCCAAAAATTA
ACTTCTAGTCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCTCAAAATCTTCATCAGTCTAGTTATACCAAGTCCCCA

Apistogramma_Spl
Na01-06

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACTCTCTGCCAATC-CACCCAAGCTCTGCCAATC-CACCCAAGCTCTGCCAATCC-
TATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGA
TACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAATT
AATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCATCAGTCTAGTTATACCAAGTCCCCA

Apistogramma_Sp3
Na01-07

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACTCTCTGCCATTTTCTTCCGAGCTCTGCCATTTTCTTCCGAGCTCTGCCATTTT-
TATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCTATGGTGTCTAATACATACTTTTAAGTAAGAT
ACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACACCAACAGTTGACCTAAAAAATTTACCCAAACCAGGAAAATTATTAAATCCAAAAATTA
ACTTCTAGTCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCTCAAAATCTTCATCAGTCTAGTTATACCAAGTCCCCA

Apistogramma_Sp3
Na01-08

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACTCTCTGCCATTTTCTTCCGAGCTCTGCCATTTTCTTCCGAGCTCTGCCATTTT-
TATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCTATGGTGTCTAATACATACTTTTAAGTAAGAT
ACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACACCAACAGTTGACCTAAAAAATTTACCCAAACCAGGAAAATTATTAAATCCAAAAATTA
ACTTCTAGTCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCTCAAAATCTTCATCAGTCTAGTTATACCAAGTCCCCA

108




Apistogramma_Spl
Na01-09

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACTCTCTGCCAATC-CACCCAAGCTCTGCCAATC-CACCCAAGCTCTGCCAATCC-
TATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGA
TACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAATT
AATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCATCAGTCTAGTTATACCAAGTCCCCA

Apistogramma_Spl
Na01-10

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACTCTCTGCCAATC-CACCCAAGCTCTGCCAATC-CACCCAAGCTCTGCCAATCC-
TATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGA
TACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAATT
AATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCATCAGTCTAGTTATACCAAGTCCCCA

Apistogramma_Sp3
Na0O1-11

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACTCTCTGCCATTTTCTTCCGAGCTCTGCCATTTTCTTCCGAGCTCTGCCATTTT-
TATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCTATGGTGTCTAATACATACTTTTAAGTAAGAT
ACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACACCAACAGTTGACCTAAAAAATTTACCCAAACCAGGAAAATTATTAAATCCAAAAATTA
ACTTCTAGTCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCTCAAAATCTTCATCAGTCTAGTTATACCAAGTCCCCA

Apistogramma_Sp3
NaO1-12

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACTCTCTGCCATTTTCTTCCGAGCTCTGCCATTTTCTTCCGAGCTCTGCCATTTT-
TATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCTATGGTGTCTAATACATACTTTTAAGTAAGAT
ACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACACCAACAGTTGACCTAAAAAATTTACCCAAACCAGGAAAATTATTAAATCCAAAAATTA
ACTTCTAGTCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCTCAAAATCTTCATCAGTCTAGTTATACCAAGTCCCCA

Apistogramma_Spl
JH22-13

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACGCTCTGCCAACC-CATCCGAGCTCTGCCAACC-
CATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCT
AATACATAATTTTAAGTAAGATACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAA
AAATTATTAAATCCAAAAATTAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCATCAGTCTAGTTATACC
AAGTCCCCA

Apistogramma_Spl
JH22-14

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACGCTCTGCCAACC-CATCCGAGCTCTGCCAACC-
CATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCT
GATACATAATTTTAAGTAAGATACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAGCTAAAAAATTTACCCAAACCAGAA
AAATTATTAAATCCAAAAATTAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCATCAGTCTAGTTATACC
AAGTCCCCA

Apistogramma_Spl
JH22-15

GCCAGGATTCTGGCTAAACTACGCTCTGCCAACC-CATCCGAGCTCTGCCAACC-
CATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGACTAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCT
AATACATAATTTTAAGTAAGATACTCCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAA
AAATTATTAAATCCAAAAATTAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCATCAGTCTAGTTATACC
AAGTCCCCA

ND5

Apistogramma_Spl
JH22-01

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCC
CCACCACTTCTCTAACATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTG
TCGCCACCCAAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC

Apistogramma_Spl
JH22-02

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCC
CCACCATTTCTCTAACATGTTAGGATTTTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTG
TCGCCACCCAAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC

Apistogramma_Spl
Na01-03

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATGACTAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCC
CTACCATTTCTCTAACATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTCGGCCAATCTG
TCGCCACCCAAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC
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Apistogramma_Spl
Na01-04

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATGACTAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCC
CTACCATTTCTCTAACATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTCGGCCAATCTG
TCGCCACCCAAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC

Apistogramma_Sp3
Na01-05

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCTTTACCGCCCTGGAATTAGCCACTATAACTAACAAACAATTCAAACCCGCCCCAAACCCTTACCC
CCACCATTTCTCTAACATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTATACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTC
TCGCCACCCAAACCATCGACCTTGCCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAATAATCCCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC

Apistogramma_Spl
Na01-06

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATGACTAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCC
CTACCATTTCTCTAACATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTCGGCCAATCTG

TCGCCACCCAAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC

Apistogramma_Sp3
Na01-07

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCTTTACCGCCCTGGAATTAGCCACTATAACTAACAAACAATTCAAACCCGCCCCAAACCCTTACCC
CCACCATTTCTCTAACATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTATACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTC
TCGCCACCCAAACCATCGACCTTGCCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAATAATCCCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC

Apistogramma_Sp3
Na01-08

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCTTTACCGCCCTGGAGTTAGCCACTATAACTAACAAACAATTCAAACCCGCCCCAAACCCTTACCC

CCACCATTTCTCTAACATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTATACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTC

TCGCCACCCAAACCATCGACCTTGCCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAATAATCCCTCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC

Apistogramma_Spl
Na01-09

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATGACTAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCC
CTACCATTTCTCTAACATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTCGGCCAATCTG
TCGCCACCCAAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC

Apistogramma_Spl
Na01-10

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATGACTAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCC
CTACCATTTCTCTAACATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTCGGCCAATCTG
TCGCCACCCAAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC

Apistogramma_Sp3
NaO1-11

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCTTTACCGCCCTGGAATTAGCCACTATAACTAACAAACAATTCAAACCCGCCCCAAACCCTTACCC
CCACCATTTCTCTAACATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTATACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTC
TCGCCACCCAAACCATCGACCTTGCCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAATAATCCCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC

Apistogramma_Sp3
Na01-12

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCTTTACCGCCCTGGAATTAGCCACTATAACTAACAAACAATTCAAACCCGCCCCAAACCCTTACCC
CCACCATTTCTCTAACATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTATACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTC
TCGCCACCCAAACCATCGACCTTGCCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAATAATCCCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC

Apistogramma_Spl
JH22-13

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCC
CCACCACTTCTCTAACATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAACCTTCTCCTGGGCCAATCTG
TCGCCACCCAAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC

Apistogramma_Spl
JH22-14

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCC
CCACCACTTCTCTAACATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTG
TCGCCACCCAAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC
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Apistogramma_Spl
JH22-15

CCGTAACAGTTCTTGGCCTCATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCC
CCACCATTTCTCTAACATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTG

TCGCCACCCAAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGC
CACAAACAATCTCCAGCAAGGCCTGGTAAAAACCTACCTC

Cytb

Apistogramma_Spl
JH22-01

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAGATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATTTACACATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAG
TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC

Apistogramma_Spl
JH22-02

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAAATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATCTACACATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAG
TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC

Apistogramma_Spl
Na01-03

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAGATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCTTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGGTGGCTGATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATCTACACATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAG
TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC

Apistogramma_Spl
Na01-04

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAGATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCTTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGGTGGCTGATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATCTACACATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAG
TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC

Apistogramma_Sp3
Na01-05

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAGATCCTAACAGGCCTATTTCTCTCCATGCACTACACTGCTGACACCAGTATAGCTTTTACTTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGATGGCTAATCCGAAATATACATGCTAACGGGACATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATCTACACATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTATAAAGGAACATGGAGCATCGGGGTAATTCTACTACTACTAC

TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC

Apistogramma_Spl
Na01-06

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAGATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCTTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGGTGGCTGATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATCTACACATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAG
TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC

Apistogramma_Sp3
Na01-07

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAGATCCTAACAGGCCTATTTCTCTCCATGCACTACACTGCTGACACCAGTATAGCTTTTACTTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGATGGCTAATCCGAAATATACATGCTAACGGGACATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATCTACACATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTATAAAGGAACATGGAGCATCGGGGTAATTCTACTACTACTAC

TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC

Apistogramma_Sp3
Na01-08

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAGATCCTAACAGGCCTATTTCTCTCCATGCACTACACTGCTGACACCAGTATAGCTTTTACTTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGATGGCTAATCCGAAATATACATGCTAACGGGACATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATCTACACATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTATAAAGGAACATGGAGCATCGGGGTAATTCTACTACTACTAC
TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC

Apistogramma_Spl
Na01-09

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAGATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCTTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGGTGGCTGATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATCTACACATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAG
TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC
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Apistogramma_Spl
Na01-10

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAGATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCTTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGGTGGCTGATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATCTACACATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAG
TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC

Apistogramma_Sp3
Na0O1-11

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAGATCCTAACAGGCCTATTTCTCTCCATGCACTACACTGCTGACACCAGTATAGCTTTTACTTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGATGGCTAATCCGAAATATACATGCTAACGGGACATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATCTACACATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTATAAAGGAACATGGAGCATCGGGGTAATTCTACTACTACTAC

TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC

Apistogramma_Sp3
Na01-12

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAGATCCTAACAGGCCTATTTCTCTCCATGCACTACACTGCTGACACCAGTATAGCTTTTACTTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGATGGCTAATCCGAAATATACATGCTAACGGGACATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATCTACACATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTATAAAGGAACATGGAGCATCGGGGTAATTCTACTACTACTAC

TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC

Apistogramma_Spl
JH22-13

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAGATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATTTACACATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAG

TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC

Apistogramma_Spl
JH22-14

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAGATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATTTACACATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAG
TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC

Apistogramma_Spl
JH22-15

GGCCTCTGCCTAGTCTCCCAAATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCAT
CGCCCACATCTGCCGAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATC
TATCTACACATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAG
TGATAATAACCGCTTTCGTGGGCTAC
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ANEXO: 2 Secuencia de haplotipos en condicién controlada (Acuario)

HAPLOTIPOS

SECUENCIAS

D-LOOP

>Aqua_eDNA haplo 1
_OTU_1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCCCCCTACTCTTTTCGCA
ACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTATGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCACTACTCG

>Aqua_eDNA_ haplo 4
_OTU_1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCCCCCTACTCTTTTCGCA
ACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTATGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCG

>Aqua_eDNA haplo 2
_OTU 2

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAG-CCCCCCACTCTTTTCATA
ACAATACTTTGAACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGGTAACATTATAACTAGACTACACGTAAATACAATGGTACTAC
GCTGCTGCACTACTCTCACTACTCG

>Aqua_eDNA haplo 3
_OTU 3

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAG-CCCCCCGCTC-TTTCGAA
ATAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCG

>Aqua_mooc_haplo 1
OTU 1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCCCCCTACTCTTTTCGCA
ACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTATGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCACTACTCG

>Aqua_mooc_haplo 3
OTU 1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCCCCCTACTCTTTTCGCA
ACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTATGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCG

>Aqua_mooc_haplo 4
OTU 3

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCCCCCCGCTC-TTTCGAA
ACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCG

tRNA

>Aqua_eDNA haplo 1
_OTU_1

TCTCTGCCATTTTCTTCCGAGCTCTGCCATTTTCTTCCGAGCTCTGCCATTTT-TATGGTGACTAGTACATGTATGTAAT
ATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCTATGGTGTCTAATACATACTTTTAAGTAAGATACTCCTAGATCTTTCCACAT
TCATACACCAACAGTTGACCTAAAAAATTTACCCAAACCAGGAAAATTATTAAATCCAAAAATTAACTTCTAGTCAAATG
ATCGAAATTTAAGACCGAGCTCAAAATCTTCAT

>Aqua_eDNA haplo 2
_OTU_2

GCTCTGCCA-ACCCATCCGAGCTCTGCCA-ACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGACTAGTACATGTATGTAAT
ATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACTCCTAGATCTTTCCACAT
TCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAATTAATTTTTAATCAAATG
ATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>Aqua_eDNA_ haplo 3
_OTU 2

GCTCTGCCA-ACCCATCCGAGCTCTGCCA-ACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGACTAGTACATGTATGTAAT
ATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTGATACATAATTTTAAGTAAGATACTCCTAGATCTTTCCACAT
TCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAATTAATTTTTAATCAAATG
ATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>Aqua_eDNA haplo 4
_OTU 2

TCTCTGCCA-ATCCACCCAAGCTCTGCCA-ATCCACCCAAGCTCTGCCAATCC-TATGGTGACTAGTACATGTATGTAAT
ATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACTCCTAGATCTTTCCACAT
TCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAATTAATTTTTAATCAAATG
ATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT
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>Aqua_eDNA haplo 5
_OTU 2

GCTCTGCCA-ACCCATCCGAGCTCTGCCA-ACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGACTAGTACATGTATGTAAT
ATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTGATACATAATTTTAAGTAAGATACTCCTAGATCTTTCCACAT
TCATACATCAACAGTTGAGCTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAATTAATTTTTAATCAAATG
ATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>Aqua_mooc_haplo 1
OTU 1

GCTCTGCCA-ACCCATCCGAGCTCTGCCA-ACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGACTAGTACATGTATGTAAT
ATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACTCCTAGATCTTTCCACAT
TCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAATTAATTTTTAATCAAATG
ATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>Aqua_mooc_haplo 4
OTU 1

GCTCTGCCA-ACCCATCCGAGCTCTGCCA-ACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGACTAGTACATGTATGTAAT
ATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTGATACATAATTTTAAGTAAGATACTCCTAGATCTTTCCACAT
TCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAATTAATTTTTAATCAAATG
ATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>Aqua_mooc_haplo 2
OTU 2

TCTCTGCCATTTTCTTCCGAGCTCTGCCATTTTCTTCCGAGCTCTGCCATTTT-TATGGTGACTAGTACATGTATGTAAT
ATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCTATGGTGTCTAATACATACTTTTAAGTAAGATACTCCTAGATCTTTCCACAT
TCATACACCAACAGTTGACCTAAAAAATTTACCCAAACCAGGAAAATTATTAAATCCAAAAATTAACTTCTAGTCAAATG
ATCGAAATTTAAGACCGAGCTCAAAATCTTCAT

ND5

>Aqua_eDNA haplo 1
_OTU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATGACTAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCTACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTCGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>Aqua_eDNA haplo 2
_OTU_1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTTTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>Aqua_eDNA haplo 3
~OTU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCACTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>Aqua_eDNA haplo 5
_OTU_1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>Aqua_eDNA haplo 6
_OTU 2

TTTACCGCCCTGGAATTAGCCACTATAACTAACAAACAATTCAAACCCGCCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTATACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTCTCGCCACCC
AAACCATCGACCTTGCCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAATAATCCCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAACA

>Aqua_eDNA haplo 7
_OTU_2

TTTACCGCCCTGGAATTAGCCACTATAACTAACAAACAATTCAAACCCGCCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTATACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>Aqua_mooc_haplo 1
OTU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
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AACAATCTCCAGCA

>Aqua_mooc_haplo 2
OTU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATGACTAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCTACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTCGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>Aqua_mooc_haplo 3
OTU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCACTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>Aqua_mooc_haplo 6
OTU 1

TTTACCGCCCTGGAATTAGCCACTATAACTAACAAACAATTCAAACCCGCCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>Aqua_mooc_haplo 9
OTU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAACA

Cytb

>Aqua_mooc_haplo 1
OTU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCTTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGGTGGCTGATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_mooc_haplo 2
OTU 1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_mooc_haplo 4
OTU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATTTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_mooc_haplo 6
OTU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCTTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGGTGGCTGATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_mooc_haplo 10
_OTU_1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_mooc_haplo 11
_OTU_1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCTTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT
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>Aqua_mooc_haplo 5
OTU 3

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_mooc_haplo 7
OTU 3

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_mooc_haplo 8
OTU 3

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_mooc_haplo 9
OTU 3

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_eDNA haplo 1
_OTU_1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCTTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGGTGGCTGATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_eDNA haplo 2
_OTU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATTTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_eDNA haplo 5
_OTU_1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCTTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGGTGGCTGATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_eDNA haplo 6
~OTU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_eDNA haplo 7
_OTU_1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCTTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGGTGGCTGATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATTTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_eDNA haplo 1
0 OTU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCTTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGGTGGCTGATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_eDNA haplo 3
_OTU 2

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT
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>Aqua_eDNA haplo 8
_OTU 2

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_eDNA haplo 9
_OTU 2

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATTTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_eDNA haplo 1
1 OTU 2

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Aqua_eDNA haplo 1
2 OTU 2

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

ANEXO: 3 Secuencia de haplotipos en condicion natural (in situ)

HAPLOTIPOS

| SECUENCIAS

D-LOOP

>JH19 2 eDNA haplo 1
_OTU_1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCCCCCCGCTC-TTTCGAA
ACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCG

>JH22 eDNA haplo 1
OTU 1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCC-CCCGCTC-TTTCGAA
ATAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCG

>JH22 eDNA haplo 2
OTU 1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCCCCCCGCTC-TTTCGAA
ACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCG

>Na 1 eDNA haplo 1 _
OTU 1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCCCCCTACTCTTTTCGCA
ACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTATGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCACTACTCG

>JH18 1 mooc_haplo 1
_OTU_1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCCCCCCGCTC-TTTCGAA
ACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCG

>JH18 1 mooc_haplo 2
_OTU_1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCC-CCCGCTC-TTTCGAA
ATAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCG

>JH18 1 mooc haplo 3
_OTU 1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCCCTCCGCTC-TTTCGAA
ACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCG
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>JH19 2 mooc_haplo 1
_OTU 1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCCCCCCGCTC-TTTCGAA
ACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCG

>JH19 2 mooc_haplo 2
_OTU_1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCCTCCCGCTC-TTTCGAA
ACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCG

>JH22 mooc_haplo 1 O
TU 1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCC-CCCGCTC-TTTCGAA
ATAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCG

>JH22 mooc haplo 2 O
TU 1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCCCCCCGCTC-TTTCGAA
ACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTGTGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCATTACTCG

>Na 1 mooc_haplo 1 O
TU 1

AAAGCTCCTGAGATATCTATCATTCCTGTAAACCCCCCGGAAACAGGAAAATATCGAGAAGCCCCCCTACTCTTTTCGCA
ACAATACTTCGGACACATAAACTACTAAACGTCCTATGATAGCATTATAACTAGACTACACATAAATACAATAACACTAC
GCTGCTGCGCTACTCTCACTACTCG

tRNA

>JH11 _eDNA haplo 1
OTU 1

------------------- GCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>JH11_eDNA haplo 2_
OTU 1

------------------- GCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGGACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>JH18 1 eDNA_ haplo 1
_OTU_1

------------------- GCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>JH19 2 eDNA_ haplo 1
_OTU_1

------------------- GCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>JH22 eDNA haplo 1
OTU 1

------------------- GCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>JH22 eDNA haplo 2
OTU 1

——————————————————— ACTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>JH9 eDNA haplo 1 O
TU 1

------------------- GCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

118




>Na_1 eDNA haplo 1 _
OTU 1

------------------- TCTCTGCCAATCCACCCAAGCTCTGCCAATCCACCCAAGCTCTGCCAATCC-TATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>Na_ 1 eDNA haplo 2
OTU 1

TCTCTGCCAATCCACCCAAGCTCTGCCAATCCACCCAAGCTCTGCCAATCCACCCAAGCTCTGCCAATCC-TATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>JH11 _mooc_haplo 1 O
TU 1

------------------- GCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>JH11_mooc_haplo 2 O
TU 1

------------------- GCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGGACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>JH18 1 mooc haplo 1
_OTU_1

------------------- GCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>JH18 1 mooc_haplo 2
_OTU 1

------------------- ACTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>JH19 2 mooc_haplo 1
_OTU_1

------------------- GCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>JH22 mooc_haplo 1 O
TU 1

------------------- GCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>JH9 mooc haplo 1 OT
U 1

------------------- GCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATCCGAGCTCTGCCAACCCATATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>Na 1 mooc_haplo 1 O
TU 1

------------------- TCTCTGCCAATCCACCCAAGCTCTGCCAATCCACCCAAGCTCTGCCAATCC-TATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

>Na 1 mooc_haplo 2 O
TU 1

——————————————————— TCTCTGCCAATCCACCCAAGCTCTGCCAATCCACCCAAGCTCTGCCAATCC-TATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCACACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT
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>Na 1 mooc_haplo 3 O
TU 1

TCTCTGCCAATCCACCCAAGCTCTGCCAATCCACCCAAGCTCTGCCAATCCACCCAAGCTCTGCCAATCC-TATGGTGAC
TAGTACATGTATGTAATATCACCATAAATTTATGTTAACCATATCCATGGTGTCTAATACATAATTTTAAGTAAGATACT
CCTAGATCTTTCCACATTCATACATCAACAGTTGAACTAAAAAATTTACCCAAACCAGAAAAATTATTAAATCCAAAAAT
TAATTTTTAATCAAATGATCGAAATTTAAGACCGAGCCCATATACCTCAT

ND5

>JH11 _eDNA haplo 1
OTU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTTTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH18 1 eDNA haplo 1
_OTU_1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTTTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH19 2 eDNA_haplo 1
_OTU_1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTTTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH22 eDNA haplo 1
OTU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTTTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH22_eDNA_haplo 2_
OTU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH22 eDNA haplo 3
OTU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCACTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH22 eDNA haplo 6
OTU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCACTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAACCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH9 eDNA haplo 1 O
TU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH9 eDNA haplo 2 O
TU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTTTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>Na_ 1 eDNA haplo 1 _
OTU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATGACTAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCTACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTCGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
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AACAATCTCCAGCA

>JH11 _mooc haplo 1 O
TU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTTTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH11_mooc_haplo 2 O
TU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH18 1 mooc haplo 1
_OTU_1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTTTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH19 2 mooc_haplo 1
_OTU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTTTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH19 2 mooc_haplo 2
_OTU_1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTTTTTCCCCCCACCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH22 mooc_haplo 1 O
TU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH22 mooc_haplo 2 O
TU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTTTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH22 mooc_haplo 3 O
TU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCACTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH22 mooc_haplo 4 O
TU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCACTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAACCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH22 mooc_haplo 5 O
TU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAACCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH22 mooc haplo 6 O
TU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTTTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAACCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
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AACAATCTCCAGCA

>JH9 mooc haplo 1 OT
U_1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>JH9 mooc_haplo 2 OT
U1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATAACCAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCCACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTTTTTCCCCCCATCATCCACCGGCTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTGGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>Na_ 1 mooc_haplo 1 O
TU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATGACTAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCTACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTCGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>Na 1 mooc_haplo 2 O
TU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATGACTAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCTACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTCCCCCCCATCATCCACCGACTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTTGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>Na_ 1 mooc_haplo 3 O
TU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATGACTAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCTACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTTCCCCCCATCATCCACCGACTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTTGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

>Na 1 mooc_haplo 4 O
TU 1

ATTACCGCTCTGGGATTGGCCACTATGACTAACAAACAATTCAAGCCCACCCCAAACCCTTACCCCTACCATTTCTCTAA
CATGTTAGGATTCTTCCCCCCCATCATCCACCGACTTACACCCAAAATTAATCTTCTCCTCGGCCAATCTGTCGCCACCC
AAACCATCGACCTCACCTGATTAGAAAAAATTGGCCCAAAAGCAACAATCTCCCTCAACTCCCCCCTTATCACCGCCACA
AACAATCTCCAGCA

Cytb

>JH11 mooc haplo 1 O
TU 1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH18 1 mooc_haplo 1
_OTU_1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH18 1 mooc_haplo 2
_OTU_1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCACCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH19 2 mooc_haplo 1
_OTU_1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT
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>JH22 mooc_haplo 1 O
TU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATTTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH22 mooc haplo 2 O
TU 1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH22 mooc haplo 3 O
TU 1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH22 mooc_haplo 4 O
TU 1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATTTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH22 mooc haplo 5 O
TU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH22 mooc haplo 6 O
TU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH22 mooc_haplo 7 O
TU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATTTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH22 mooc haplo 8 O
TU 1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATTTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH22 mooc_haplo 9 O
TU 1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATTTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH22 mooc_haplo 10 _
OTU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH22 mooc_haplo 11
OTU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT
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>JH22 mooc_haplo 12
OTU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATTTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH9 mooc haplo 1 OT
U 1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGGGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH9 mooc_haplo 2 OT
U 1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH9 mooc haplo 3 OT
U 1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH9 mooc haplo 4 OT
U_1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGGGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Na 1 mooc_haplo 1 O
TU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCTTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGGTGGCTGATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGGGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Na 1 mooc_haplo 2 O
TU 1

GATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACACTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCTTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGGTGGCTGATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGGGGTCTCTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGAGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH19 2 eDNA_ haplo 1
_OTU_1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>JH22 eDNA haplo 1
OTU 1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT

>Na_1 eDNA haplo 1 _
OTU 1

AATCCTAACAGGCTTATTTCTCTCCATACATTACACTGCTGACACCAGTACAGCTTTTTCCTCCATCGCCCACATCTGCC
GAGACGTAAACTACGGATGACTAATCCGGAATATACATGCTAACGGAGCATCTTTTTTCTTCATTTGCATCTATCTACAC
ATCGGACGAGGTCTTTACTTCGGCTCTTATCTTTACAAAGAGACATGAAATATCGGGGTAATTCTACTACTATTAGTGAT
AAT
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ANEXO: 4 Cantidad y calidad de ADN de muestras tejido obtenidos para los 15 individuos
de A. agassizii para la construccién de la base de referencia.

Id muestra ng/uL A260/A280

1F 156.3 1.99
2F 104.87 1.88
3F 98.34 1.97
4F 185.251 1.96
SF 107.85 1.93
6F 82.302 1.88
7F 166.33 1.93
8F 119.721 1.9
oF 132.293 1.94
10F 109.21 1.96
11F 174.796 1.99
12F 126.13 1.94
13F 110.581 1.99
14F 118.226 1.98
15F 115.378 2
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ANEXO: 5 Misidn de campo para colecta de muestras bioldgicas en las tres zonas de
estudio.

Nota. A: Sistema de filtrado de ADNa, B: Cartuchos con ADNa, C: Captura de individuos de A.
agassizii con redes de malla, D: Individuos A. agassizii de, E: Muestras de aletas para la extraccion

de ADN, F: Personal de campo.
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ANEXO: 6 Trabajo en laboratorio

Nota. A: Extraccion de ADN, B: Pellet de ADN, C: Preparacién para PCR, D: Electroforesis, E:

Productos PCR para reaccion de secuenciacion.
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Nota. F: Transferencia a placa (analizador genético) de las reacciones de secuenciacion, G:
Etiquetado de muestras de la reaccion de secuenciacion, H: Etiquetado de muestras de la reaccion

de secuenciacion, I: Analisis bioinformatico.

128



ANEXO: 7 Script para la extraccion y filtracion de polimorfismos (haplotipos)

[ I O o BT = O R e B

[ T W o Y o ]

#5cript utilizado para la extracién y filtraccitn de polimorfimos(haplotipos)
R

Library("JAME")

library("devtools™)

setwd("definir el camino la carpeta de trabajo")

p_merge_PE(files=”Lates:", filel = ¢("../caninos de los archivos Rl.fastqg"), fileZ = c(
"../caminos de los archives R2.fastq"), fastg petid =75, fastq minovlen=16)
hutadapt(files="la:as:”, forward="GTTTCTTCGCGCCTARACCC", reverse="CTTCGGCGTGTGAARACATTA",

bothsides=T, anchoring=F, exe="cutadapt", exel="vsearch") # Para Dloop
immax (files="latest",min=185, max=20%)
| max ee(files="latest", max ee=0.0)
noise(files="latest", strategy="unolse3", unolse alpha=S, minsize=l0, minrelsize=(,
pooleamples=F, OTUmin={, minhaplosize=0, withinOTU=, eachsample0TUmin=_, minHaploPresence=
"

nin0TUPresence=>, renameSamples="(. .) cut.*", heatmap=T, exe="vsearch”, strand="plus",
otu radius pct=’)

=y
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ANEXO: 8 Figura de la amplificacion de los primers en la fase de optimizacién
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ANEXO: 9 Autorizacion para la colecta de muestras bioldgicas
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