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1. RESUMEN

Characidae es una familia de peces neotropicales perteneciente al orden
Characiformes. Esta familia ha sido analizada durante las ultimas décadas en
base a caracteres morfolégicos y genéticos. Characidae se caracteriza por su
gran riqueza de especies y por tener relaciones filogenéticas complejas y
presumiblemente alta diversidad criptica. En este trabajo se realiz6 un analisis
filogenético de especies de caracidos colectadas en el Parque Nacional Yasuni,
provincia de Orellana, Ecuador, para identificar posibles linajes de especies
nuevas y contribuir al entendimiento de sus relaciones filogenéticas. Se amplifico
un fragmento (~600 pb) del gen mitocondrial 16S. Las secuencias de ADN
obtenidas junto con secuencias de Characidae provenientes del GenBank fueron
analizadas bajo los criterios filogenéticos de Maxima Verosimilitud e Inferencia
Bayesiana. En base a la informacion genética se identific6 especies nuevas
candidatas que fueron analizadas morfolégicamente para, de ser posible,
confirmar su estatus taxonomico. Los analisis filogenéticos muestran que
Characidae es parafilética. Entre las subfamilias en Characidae se revelaron seis
especies candidatas confirmadas para los géneros Aphyocharax, Moenkhausia,
Paragoniates, Thoracocharax, y tres especies candidatas no confirmadas
(Astyanacinus, Gasteropelecus, Triportheus). Las especies candidatas poseen
una distancia genética significativa y seis presentan diferencias morfolégicas,
confirmando la importancia de la aplicacién de técnicas moleculares para detectar

diversidad criptica en regiones con alta riqueza de especies.



Palabras clave: Characidae, codigo de barras genético, diversidad criptica,

filogenética, Yasuni.



2. ABSTRACT

Characidae is a neotropical family of freshwater fishes in the order
Characiformes. This family has been analyzed during the last decades based on
genetic and morphological characters. Characidae is characterized by a broad
species richness and for its complex phylogenetic relationships and a presumably
high cryptic diversity. In this work a phylogenetic analysis was made with
characids species sampled at Yasuni National Park, Orellana Province, Ecuador,
in order to identify possible lineages of new species and contribute to the
understanding of it's phylogenetic relationships. A fragment (~600 pb) of the 16S
mitochondrial gene was amplified. The DNA sequences obtained together with
sequences of Characidae from GenBank were analyzed under the phylogenetic
criteria. of Maximum Likelihood and Bayesian Inference. Based on the genetic
information new candidate species were identified which were also
morphologically inspected to further evaluate its taxonomic status. The
phylogenetic analysis shows that Characidae is paraphyletic. Within the
subfamilies of Characidae six confirmed candidate species were revealed for the
genera Aphyocharax, Moenkhausia, Paragoniates, Thoracocharax, and three
unconfirmed candidate species for Astyanacinus, Gasteropelecus, Triportheus.
The candidate species exhibit significant genetic distances and six present
morphological differences, confirming the importance of the application of
molecular techniques for detecting cryptic diversity in regions with high species

richness.



Keywords: Characidae, genetic barcoding, cryptic diversity, phylogenetics,

Yasuni.



3. INTRODUCCION

3.1 ICTIOLOGIA EN LA AMAZONIA

El Neotropico abarca una de las mayores concentraciones de diversidad en
el planeta. En esta region varios grupos de plantas y animales alcanzan su mas
alta riqueza. Un grupo particularmente diverso es el de los peces, con mas de
5,600 especies, representando a la mayoria de peces de agua dulce en el mundo
y tal vez el 10% de todas las especies de vertebrados (Albert et al., 2011). Esta
gran abundancia de especies seria producto de la alta especializacion de sus

nichos ecoldégicos y la especiacion por aislamiento geogréfico (Albert et al., 2011).

En la region Amazonica del Ecuador la cuenca hidrogréfica del Rio Napo
tiene una gran riqueza de especies junto con un endemismo excepcional, por lo
gue deberia ser considerada un area prioritaria para la conservacién (Barriga,
1991). En esta region se han reportado mas de 600 especies de peces (Barriga
2012), y se estima que este numero es mayor debido a la falta de muestreo,
especies cripticas y especies migratorias (Barriga, 1991; lbarra y Stewart, 1989;

Galacatos et al., 1996; Galacatos et al., 2004).

Estudios ecoldgicos realizados en la cuenca hidrografica del Napo concluyen
gue en la Amazonia existe la dominancia de ciertos grupos en habitats especificos,
como los caracidos en playas superficiales o los siluros en aguas profundas y turbias
(Stewart, et al., 2002). Estudios de impacto ambiental realizados en este sistema

fluvial por Bojsen y Barriga, (2002) sugieren que la diversidad de estos organismos no



solo se ve afectada por la deforestacion, sino también por otros factores como la
cobertura vegetal y el tamafio de area donde viven. Por ultimo, se sabe que los
ensambles de peces del Parque Nacional Yasuni varian de acuerdo a la estacion del
afio, por lo tanto, los patrones de diversidad y abundancia estan estrechamente

relacionados con las lluvias y sequias (Galacatos et al., 2004).

3.2 LOS CHARACIFORMES

En la Amazonia uno de los o6rdenes dominantes en abundancia de
especies es el de los Characiformes. Los Characiformes son uno de los mayores
componentes de la ictiofauna de agua dulce en el mundo con aproximadamente
2.000 especies formalmente descritas que provienen de cientos de drenajes en el
Nuevo Mundo y Africa (Nelson, 2006; Reis et al., 2003). Los componentes
africanos del orden incluyen aproximadamente unas 220 especies reconocidas
mientras que en el Nuevo Mundo estan reconocidas mas de 1.700 especies.
Habitan un rango de ecosistemas que se extienden desde rios de rapido flujo y
riachuelos andinos al pie de montafias, hasta aguas lénticas de tierras bajas en
Ameérica y Africa. Dentro de estos habitats los Characiformes presentan varias
especies miniatura y diminutas (Mirande, 2009; Weitzman y Vari, 1988).

Los Characiformes africanos estan conformados por cuatro familias,
Alestidae, Citharinidae, Distichodontidae y Hepsetidae; mientras que en el Nuevo
Mundo hay 14 familias (Acestrorhynchidae, Anostomidae, Characidae,
Chilodontidae, Crenuchidae, Ctenoluciidae, Curimatidae, Cynodontidae,

Erythrinidae, Gasteropelecidae, Hemiodontidae, Lebiasinidae, Parodontidae,



Prochilodontidae) y Serrasalmidae (pirafias y pacus) que es incluida por algunos

autores (Calcagnotto et al., 2005; Javonillo et al., 2010; Oliveira et al., 2011).

3.3 CHARACIDAE

La familia Characidae es la mas diversa y con mas problemas taxonémicos
del orden. Es la cuarta familia mas especiosa del mundo después de Cyprinidae,
Cichlidae y Gobiidae; y es la mas especiosa en el Neotrépico con alrededor 1,100
especies, representando un 58% de las especies del orden. También, es un taxon
activo en cuanto a descripcion de nuevas especies ya que en los ultimos 10 afios
se han descrito mas de 250 especies (Oliveira et al., 2011; Mirande, 2010;
Mirande, 2009; Eschmeyer y Fong, 2009).

Characidae se caracteriza por tener una aleta anal larga, el hueso maxilar
no muy pequefio y dentado, y la aleta dorsal con 10 a -13 radios (Gery, 1977). Su
distribucion es amplia encontrandose desde Texas en EEUU, hasta el norte de la
Patagonia en Argentina, siendo especialmente diversos en la Cuenca del
Amazonas, Orinoco y Rio de La Plata. A muchos peces de esta familia se los
conoce comunmente como “tetras” (Mirande, 2010; Nelson, 2006); en el Ecuador

se los conoce como “sardinas” o "sardinitas” (Barriga, 1991).

3.3.1 SISTEMATICA DE CHARACIDAE

La composicion y relaciones evolutivas de Characidae todavia estan lejos
de ser entendidas adecuadamente. La familia carece de sinapomorfias conocidas

y su clasificacion ha sido inestable (Javonillo et al., 2010; Oliveira et al., 2011).



La sistematica de Characidae en el pasado fue definida por combinaciones
de estados alternativos de 17 caracteres. Esta definicibn fue seguida por
Greenwood et al. (1966) y Géry, (1977) (Mirande, 2009). Rosen, (1972) y
posteriormente Weitzman y Fink, (1983), resaltaron por primera vez la importancia
de la filogenia para definir la taxonomia de la familia. Muchos de los caracidos son
morfolégicamente conservados y las fuentes de variacion importantes estan
relacionadas a la dieta y eventos de miniaturizacion que a menudo resultan en
caracteres altamente homoplasicos. Las homoplasias impiden inferir las
relaciones filogenéticas dentro del grupo en base a morfologia (Weitzman y Fink,
1983; Weitzman y Vari, 1988). Durante la Ultima década, varios estudios
morfologicos (Reis et al., 2003; Malabarba y Weitzman, 2003; Mirande, 2009;
Mirande, 2010) y moleculares (Orti y Meyer, 1997; Calcagnotto et al., 2005;
Javonillo et al., 2010; Oliveira et al.,, 2011) han contribuido a dilucidar las
relaciones filogenéticas en la familia.

Recientemente Oliveira et al. (2011), evidencio por primera vez la monofilia
de Characidae. No obstante, muchas de las relaciones evolutivas entre las
subfamilias y géneros considerados como incertae sedis estan por resolverse por
lo que son necesarios estudios que incluyan mas especies, sobre todo de géneros
especiosos y que hasta la actualidad presentan una naturaleza polifilética como
Astyanax, Hyphessobrycon, Hemigrammus, Jupiaba y Moenkhausia.

Por los aspectos antes mencionados, las especies de Characidae
frecuentemente son dificiles de identificar. La existencia de taxa cripticos, la
variacion ontogenética de la morfologia y el dimorfismo sexual hacen que sea

necesaria mucha experiencia para identificar especies (Hebert et al., 2003).



3.4 MARCADORES GENETICOS, DIVERSIDAD CRIPTICA Y CODIGO DE

BARRAS

Las limitaciones en la identificacion en base a caracteres morfolégicos crea
la necesidad de acercarse al reconocimiento de especies por medio de caracteres
genéticos. Estas herramientas son eficaces para estimar la variacion dentro de las
poblaciones y especies para asi probar diferentes hipotesis taxonémicas. Los
caracteres genéticos son universales y tienen la ventaja de evidenciar la base

genética de la variacion (Desmond, 2008; Eguiarte et al., 2007).

Dentro de los marcadores genéticos se encuentran los genes
mitocondriales. Estos genes carecen de intrones, tienen exposicion limitada a la
recombinacion por lo que sus tiempos de coalescencia son menores debido a la
condicién haploide del genoma mitocondrial (Hebert et al., 2003; Mueller, 2006).
El gen mitocondrial 16S rRNA ha sido utilizado en estudios filogenéticos sobre
Characidae donde ha contribuido positivamente en el analisis evolutivo de esta
familia (Orti y Meyer, 1997; Calcagnotto et al., 2005; Javonillo et al., 2010; Oliveira
et al., 2011). Los estudios usando este gen son convenientes ya que conserva
informacion filogenética y tiene una alta tasa de evolucion, haciéndolo util en la
discriminacion de especies. (Orti y Meyer, 1997).

Las especies cripticas son dos 0 mas especies que erroneamente han sido
clasificadas bajo el nombre de una sola especie por su similitud morfolégica. Las
especies cripticas pueden ser un obstaculo a la hora de estimar la biodiversidad,
lo cual a su vez puede dificultar la implementacion de estudios ecologicos y

evolutivos. Por otra parte, las especies cripticas presentan interrogantes
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evolutivas como la persistencia de la similaridad fenotipica o los mecanismos de
estasis o0 convergencia que favorecen esa similitud morfolégica (Piggott et al.,
2011; Bickford, et al., 2007). Generalmente, las especies cripticas son
superficialmente indistinguibles en cuanto a su morfologia. Se cree que la selva
tropical es uno de los ecosistemas donde la especiacion criptica es mayor debido
a la riqueza de habitats y porque muchos de los organismos que habitan este
ecosistema tienen interacciones interespecificas especializadas (Bickford et al.,
2007). El estudio de especies cripticas puede ser valioso para el manejo de la
conservacion y para analisis evolutivos sobre los mecanismos de especiacion de
diferentes organismos, incluyendo a los peces de la Amazonia. Ademas, se cree
que la diversidad criptica en las selvas tropicales presenta una gran riqueza
(Bickford et al., 2007; Hebert et al., 2003); donde la especiacion de peces
pequefios esta relacionada a su limitada dispersion (Castro, 1999) y su ictiofauna

esta ampliamente subestimada (Piggott et al., 2011).

Durante los ultimos afos, la propuesta sobre el “Cédigo de barras” del
ADN o “Barcoding” ha ido creciendo y siendo aceptada por el mundo cientifico. La
idea principal se basa en utilizar un sistema que emplea secuencias gendémicas
para identificar a los organismos. Se lo denomina codigo de barras del ADN
haciendo una analogia al uso de codigos de barras de productos vendidos en un
supermercado (Hebert et al., 2003). El “Cédigo de barras” del ADN es una
herramienta importante en cuanto a la deteccion de diversidad criptica. La ventaja
del codigo de barras es que usa secuencias de una misma region génica
existente en grupo de taxa (Hebert et al., 2003). Por lo tanto, el codigo de barras

busca usar secuencias cortas ADN (~600 pb) para la identificacion estandarizada
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de especies. Este estudio es exploratorio y busca descubrir especies “candidatas”
no descritas. A menudo el “codigo de barras” utiliza el gen mitocondrial CO1, pero
otro locus usado para este propdsito es el gen mitocondrial 16S (Vences., et al;
2005; Teletchea, 2009). Ademas, se ha visto que en Characidae el gen COI no es
tan efectivo a la hora de discriminar entre especies (Valdez-Moreno et al., 2009,
Carvhalo et al., 2011). Al momento en que este estudio empezd existian pocas
secuencias de COI de caracidos en GenBank por lo que se decidié usar el gen
16S.

Aunqgue el codigo de barras si proporciona informacion filogenética a cierto
nivel, el principal objetivo de esta metodologia es acelerar el proceso de
identificacion de especies; mas no esclarecer relaciones evolutivas muy
profundas, ya que para ello se necesita un mayor nimero de terminales y de
genes (Hebert et al., 2003; Mueller, 2006; Hajibabaei et al., 2007). Por
consiguiente, el cédigo de barras del ADN es una herramienta importante que
puede diagnosticar posibles nuevas especies y dar valiosa informacion sobre el

grupo de estudio.

A pesar de que el Ecuador presenta una gran diversidad en cuanto a
caracidos (Barriga, 2012); no se han realizado estudios que usen marcadores
genéticos para detectar la existencia de especies cripticas o para conocer las
relaciones evolutivas de Characidae en nuestra region. El analisis de la filogenia
de Characidae junto con el posible descubrimiento de especies cripticas puede
ser un aporte importante para el uso, manejo y conservacion de la ictiofauna del
Ecuador ya que la precision en la identificacion de especies es esencial para

implementar programas de manejo y conservacion.
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3.5 OBJETIVOS

(1) Caracterizar las especies de Characidae por medio de andlisis
moleculares usando el gen mitocondrial 16S.

(2) Identificar, especies candidatas,si las hubiera.

(3) Contribuir al entendimiento de las relaciones filogenéticas de los

caracidos incluyendo del Parque Nacional Yasuni.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 AREA DE ESTUDIO

El estudio se realizdé en las inmediaciones y localidades cercanas de la
Estacion Cientifica Yasuni (ECY) de la Pontificia Universidad Catélica del
Ecuador. La ECY se encuentra en la provincia de Orellana, en la ribera oriental
del Rio Tiputini medio, con las coordenadas 0° 40°27.732"" S; -76° 23" 49,3794""
O y un rango altitudinal entre los 210 y 310 msnm. La ECY estéa localizada dentro
del Parque Nacional Yasuni y cerca de la Reserva Etnica Waorani (Quendez,
2010).

Se realizaron colecciones de especimenes de caracidos en dos rios y
lagunas cercanas a la ECY, y también se colecté en tres puntos diferentes en
orillas y playas del rio Tiputini (Tabla 1). Los sistemas hidrogréficos en la zona son
de aguas blancas y negras. El cauce del Rio Tiputini es serpenteante y su nivel de
agua varia en forma brusca, de acuerdo a la intensidad de las lluvias presentes en
sus cabeceras hidrograficas. Debido al arrastre de sedimentos, se forman
barreras ocasionando cambios de curso del rio que forman lagunas aisladas en el

cause antiguo (Barriga, 2011).

4.2 TRABAJO DE CAMPO

El muestreo de peces se realiz6 durante el dia y principalmente en la
noche. Los peces fueron colectados mediante redes de agallas de 20 m de largo
por 2 m de alto y 3 cm de diametro que fueron usadas en las lagunas y en las

bocas de rios pequefios. Las atarrayas de 1.5 m de diametro fueron utilizadas en
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las playas de rios y lagunas libres de troncos. Las trampas con carnada fueron
colocadas a las orillas de lagunas y en pozas. Se usaron también lineas de
anzuelo de diferentes tamafos. Para muestrear en riachuelos se utilizaron
pequefias redes de mano.

Luego de la captura, los peces fueron trasladados a la ECY donde a cada
espécimen se le asigné un numero de campo, se le tomaron fotografias, se le
extrajo tejido muscular y se lo preservo en etanol al 75% en frascos de vidrio. El
tejido se preservo en etanol al 95% en viales a -20°C. Posteriormente en la
PUCE-Quito, se los mantuvo a -80°C en la ultracongeladora. Los especimenes y
tejidos estan depositados en la coleccion de ictiologia del Museo de Zoologia de

la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (acrénimo QCAZ).

4.3 LABORATORIO

4.3.1 IDENTIFICACION TAXONOMICA

En el Museo de Zoologia de la PUCE se asigné un numero QCAZ a los
especimenes colectados. Para la identificacion y clasificacion de las especies
colectadas se utilizdé principalmente la clave sobre los Characiformes de Gery,
1977. También se inspeccionaron los individuos junto con el asesoramiento del
Dr. Ramiro Barriga en la coleccién de peces del Instituto de Ciencias Bioldgicas
de la Escuela Politécnica Nacional (EPN). Para inspeccionar los especimenes se
utilizé un estéreo microscopio ZEISS, modelo Stemi 1000, donde se tomaron
datos de numero de escamas en la linea lateral, presencia o ausencia y numero
de dientes en la segunda fila del premaxilar y maxilar, posicion de la boca, lugar

de origen de la aleta dorsal, presencia o ausencia de quilla, nimero de radios en
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las aletas anal, dorsal, pectoral y pélvicas, presencia o ausencia de manchas
humerales, pedunculares, caudales y dorsales, numero de escamas bajo y sobre
la linea lateral, nUmero de arcos branquiales, y presencia o ausencia y numero de
suborbitales. Con un calibrador digital MITUTOYO, modelo 505-645-50, se tomo
medidas de la longitud total y largo estandar, longitud de cabeza, diametro del ojo,
espacio interorbital, longitud del hocico, ancho del premaxilar y profundidad del
cuerpo.

Como referencia para las identificaciones, se tomé en cuenta las listas de
especies gque habitan en la Amazonia Ecuatoriana (Barriga, 1991; Barriga, 1994;
Barriga, 2011) y la literatura mas reciente para los diferentes grupos examinados

(Torres-Mejia, 2012; Malabarba, 2004; Menezes, 2007; Benine et al., 2004).

4.3.2 EXTRACCION, AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL ADN

El ADN fue extraido a partir de tejidos de musculo preservados en etanol al
95%. Se empled el protocolo de fenol-cloroformo de M. Fujita (no publicado) con
modificaciones realizadas por M. E. Ordofiez y posteriormente por D. Escobar
(Anexo 1). Se cuantifico la cantidad de ADN en la extraccion con un Nanodrop®
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc). A partir del ADN extraido se realizo la
amplificacion del fragmento del gen mitocondrial 16S de rRNA (16S). Las
amplificaciones se realizaron mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Las amplificaciones se realizaron con un volumen final de 25ul
(2.5ul de Buffer PCR 5X, 1.5ul de MgCl, 50mM, 0.5ul de cada primer 10uM, 0.5ul
de dNTPs 10mM, 0.25 pl de Taq polimerasa, 1 unidad de ADN y 18.25ul de H,0).

El protocolo de amplificacion consisti6 de las siguientes condiciones:
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desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 min, seguida por 35 ciclos de 94°C por 30 s,
53°C por 30 s 'y 72°C por 1 min, con una extension final de 72°C por 7 min. Para
el proceso anteriormente mencionado se emplearon los cebadores descritos en la
Tabla 2, y estandarizados previamente en el laboratorio de Biologia Molecular de
la seccion de Herpetologia del QCAZ. Para visualizar los productos de PCR se
emplearon geles de agarosa al 1% (Anexo 2). El kit de purificacion ExoSap-IT (GE
healthcare) se utilizé para eliminar los residuos de cebadores y dNTPs no
incorporados previa a la secuenciacidon de los productos amplificados. La
secuenciacion se llevo a cabo en la empresa Macrogen en Corea (Macrogen Inc.,
Seul, Korea). Las extracciones de ADN fueron depositadas en el banco de

genoma del Museo QCAZ.

4.4 ANALISIS FILOGENETICOS

Se utilizaron 54 secuencias de caracidos del Yasuni y 178 secuencias del
GenBank para del gen 16S (Tabla 3). Los analisis filogenéticos fueron realizados
bajo el criterio de maxima verosimilitud e inferencia bayesiana. Los modelos de
evolucion fueron seleccionados en JModelTest v.0.1.1. (Posada, 2008) (Tabla 4).
Como grupos externos y en base a filogenias recientes (Oliveira et al., 2011,
Javonillo et al., 2010) se escogié a representantes de familias del mismo orden
(Alestidae, Anostomidae, Chilodontidae, Citharinidae, Crenuchidae, Ctenoluciidae,
Curimatidae, Cynodontidae, Distichodontidae, Erythrinidae, Gasteropelecidae,
Hemiodontidae, Hepsetidae, Lebiasinidae, Parodontidae, Prochilodontidae,

Serrasalmidae) y al ciprinido Carassius auratus (Goldfish) como grupo externo.
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4.4.1 ENSAMBLAJE, EDICION Y ALIENAMIENTO DE SECUENCIAS DE ADN
Las secuencias obtenidas con ambos cebadores (derecha y reversa) para
cada muestra, fueron editadas en Geneious Pro 5.3.4 eliminando los extremos
con mala resolucion y corrigiendo manualmente cualquier incongruencia con la
finalidad de ensamblar las secuencias y generar una secuencia consenso de cada
espécimen (Drummond et al., 2010). Posteriormente, se agregd al andlisis 178
secuencias de Characidae disponibles en GenBank (Tabla 4) del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) y se procedid a su alineacion con la
aplicacion MAFFT Multiple Alignment (Katoh et al., 2002) con el algoritmo
automatico, que fue el adecuado de acuerdo al tamafio de la muestra, y Geneious
Pro 5.3.4 (Drummond et al., 2010). El ajuste manual de las secuencias se realiz6

en el programa Mesquite 2.74 (Maddison y Maddison. 2010).

4.4.2 MAXIMA VEROSIMILITUD

La Maxima Verosimilitud es un criterio de optimalidad que infiere la
distribucion de la verosimilitud de que una matriz de secuencias haya sido el
producto de la evoluciéon bajo un set de parametros evolutivos entre los que se
cuenta una filogenia. La topologia del arbol aceptada es la que genera la mayor
verosimilitud. Los é&rboles de maxima verosimilitud fueron estimados con el
programa GARLI v.2.0 (Zwickl, 2006). Se realizaron dos particiones: “tallos”
(stems) y “lazos” (loops) en el gen 16S, para las cuales se asignaron dos modelos
de sustitucion estimados en JModeltest. Para los loops y stems se asigno el
modelo de tiempo reversible general (GTR + | + G). Se realizaron 22 analisis
independientes para asegurar que la zona de optimalidad encontrada era la

maxima verosimilitud en el espacio paramétrico global. Se realiz6 un boostrap no
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paramétrico para evaluar el soporte de cada nodo con 100 réplicas (Felsenstein,
1985). El consenso de los arboles fue obtenido en Mesquite 2.74 (Maddison y

Maddison, 2010), utilizando la regla mayoritaria del 50%.

4.4.3 INFERENCIA BAYESIANA

Este andlisis se llevo a cabo en el programa MrBayes v.3.2.1 (Huelsenbeck
et al., 2008). La secuencias, como en Maxima Verosimilitud, fueron divididas en
dos particiones que fueron analizadas con los mismos modelos de sustitucion.
Se realizaron dos busquedas bayesianas independientes mediante el algoritmo de
la cadena Markov de Monte Carlo con cuatro cadenas por busqueda y 20.000.000
de generaciones. Se evaluaron las estrategias sin particiones y con particiones
mediante el factor bayesiano (Anexo 3). El valor de factor bayesiano es el radio de
probabilidades de un modelo comparado con otro, estas probabilidades pueden
ser estimadas por el calculo de la media armoénica de las probabilidades
posteriores de las cadenas convergentes (Castafieda y de Queiroz, 2011), esta
estimacion logaritmica se obtuvo mediante el programa TRACER V1.3 (Rambaut
y Drummond, 2007) donde valores superiores a 10 significan un fuerte soporte. La
convergencia de las cadenas asi mismo fue verificada con el programa TRACER
v1.3 donde se tomé en cuenta que el tamafio efectivo de la muestra (ESS) sea
mayor a 200. Las primeras 2.000.000 generaciones fueron descartadas como

burnin.
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4.5 IDENTIFICACION DE ESPECIES CANDIDATAS

Se uso6 los criterios de Vieites et al. 2009 y Padial et al. 2010 para
identificar especies candidatas no confirmadas (ECN) y especies candidatas
confirmadas (ECC). ECC son aquellos especimenes o poblaciones con
diferenciacion genética detectable en concordancia también con diferencias en un
caracter que media la reproduccion o que es un caracter morfologico diagnéstico
para el respectivo grupo, mientras que a las ECN presentan una diferenciacion
genética pero los datos son deficientes en cuanto a morfologia, ecologia y
distribucion. Finalmente, los linajes profundos conespecificos (LPC) son casos en
los que la diferenciacidon genética se encuentra sobre el umbral del valor tipico
entre especies cercanamente relacionadas y ademas no se muestran diferencias
morfologicas en las poblaciones, o en caracteres de aislamiento pre-reproductivo.

Se identificé a las ECC en base a sus distancias genéticas asumiendo que
diferencias mayores al 3% sugiere diferenciacién entre especies; y la topologia de
los arboles filogenéticos, y diferenciacion morfolégica. En las ECN se examino
caracteres morfolégicos no variables de relevancia taxonémica para cada grupo.
Patrones de variacibn congruentes entre varios sets de caracteres, sean
moleculares, morfolégicos, ecoldgicos o de distribucion fueron considerados
evidencia para asignar a una especie a la categoria de ECC. La ausencia de
congruencia fue considerada una indicacion de que los grupos comparados eran

LPC.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 RELACIONES FILOGENETICAS

En este trabajo se analiz6 un fragmento del gen 16S para identificar
posibles linajes nuevos entre los caracidos del Yasuni. También se contribuy6 al
entendimiento de sus relaciones evolutivas. Los resultados muestran que
Characidae es parafilética. Se obtuvieron 54 secuencias de individuos de
Characidae en 7 localidades del Parque Nacional Yasuni para el gen 16S (~600
pb) (Figura 1).

Las filogenias bajo los criterios de maxima verosimilitud (MV) y Bayesiano
se muestran en las figuras 4 y 5. El nivel de soporte de los clados es muy variable
pero tiende a ser mayor en las ramas mas recientes. Muestran algunos puntajes
altos indicando un buen desempefio del gen. En varios clados los valores no son
significativos indicando algun tipo de sefial conflictiva. Segun el Factor Bayes el
mejor modelo de analisis fue el modelo con dos particiones (Anexo 3). Por
defecto, en los andlisis de MV también se escogi6é al arbol resultante del modelo
con dos particiones.

La topologia general de los arboles de maxima verosimilitud y Bayesiano
fue muy similar (Figura 2). Se utilizara los resultados de Inferencia Bayesiana para
discutir las relaciones entre los taxa. Por conveniencia, las familias y subfamilias
fueron ordenadas similarmente a los resultados de estudios anteriores (Figura 3).

Casi todos los caracidos del Yasuni se posicionaron en los clados esperados.
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En los Characiformes, las familias Africanas Citharinidae y Distichodontidae
forman el grupo hermano del resto de representantes del orden. La mayoria de
las familias (africanas y neotropicales) como grupos externos no presentan un
buen soporte y forman una politomia. La superfamilia Anostomoidea
(Anostomidae, Chilodontidae, Curimatidae, Prochilodontidae) no es monofilética
mientras que Serrasalmidae y Parodontidae si lo son (Figuras 4 y 5). Los linajes
anteriormente mencionados forman el grupo externo X (Figuras 2 y 3) en relacion
a Characidae. Los grupos externos a Characidae obtuvieron bajo soporte
probablemente debido al nUmero reducido de secuencias utilizadas en el analisis.
La posicion de las familias Citharinidae y Distichodontidae como grupos hermanos
al resto de las familias en el orden, concuerda con la hipétesis de Vari (1979); y la
posicion de estos no cambia en la topologia de los diferentes arboles analizados.
Erythrinidae y Lebiasinidae aunque con bajo soporte, aparecen como grupo
hermano de las familias neotropicales, lo cual concuerda con los resultados de
Oliveira et al. (2011). Cynodontidae no es monofilética ya que si bien Cynodon
gibbus aparece en los grupos externos, Roestes se encuentra cercano a
Acestrorhynchidae, corroborando nuevamente la propuesta de Oliveira et al.
(2011). Las pirafias y pacus (Serrasalmidae) en este estudio forman notablemente
un grupo monofilético distinto al resto de grupos a pesar de que faltan muchas
especies en el analisis dentro de esta familia. Histéricamente este grupo ha sido
considerado una subunidad de Characidae pero por su anatomia externa
distintiva y su separacion filogenética de otros taxa asociados a Characidae se ha
llegado a la conclusion de considerar a Serrasalmidae como un grupo diferente a
Characidae (Orti et al., 2008; Gery, 1977; Calcagnotto et al.,, 2005).

Prochilodontidae y Curimatidae son cercanos confirmando la hipétesis de Vari,
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1983, pero Anostomidae y Chilodontidae no entran en este patron. Esto sugiere

gue estas familias necesitan una revision sistematica.

Otro set de familias mas cercanas a Characidae se encuentran en la
seccién Y. En ambos analisis Brycinus carolinae perteneciente a Alestidae esta
con abjo soporte inesperadamente posicionado en Y. Las relaciones evolutivas de
esta familia Africana son conocidas por acercarse a Hepsetidae (Orti y Meyer,
1997) o Chalceus (Mirande, 2009; Mirande, 2010), sin embargo la posicion de
Brycinus carolinae sugiere una identificacion incorrecta de la secuencia o un error
en la submision al GenBank. Chalceidae, con bajo soporte, en el analisis
Bayesiano presenta una divergencia basal con el resto de grupos (Figura 4)
corroborando la hipétesis de Calcagnotto et al. (2005) y confirmando el rango
como familia propuesto por Oliveira et al. (2011). Los resultados del andlisis
bayesiano contrastan con los de maxima verosimilitud ya que en éste Chalceus se
encuentra junto a las familias cercanas a Characidae en Y. No obstante, se sabe
gue Chalceus diverge basalmente de este grupo (Javonillo et al., 2010; Oliveira et
al., 2011); ya que es un linaje monofilético en los ensambles de caracidos
neotropicales.

Se encontrd buen soporte a Gasteropelecidae, Bryconidae, Iguanodectidae
y sin soporte a grupos como Acestrorhynchidae y Triportheidae (Figuras 4 y 5). En
Bryconidae Brycon es parafilético ya que hay politomias entre las especies
analizadas y una de ellas esta mas relacionada a Henochilus wheatlandi; se
confirma entonces que la familia Bryconidae incluye a Salmininae (Oliveira et al.,
2011). Gasteropelecidae (peces hacha) muestra a Thoracocharax como

parafilético. A este género se lo ha considerado como el linaje que diverge mas
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tempranamente que los demas géneros (Gery, 1977). Sin embargo, en los
resultados de este estudio aparece Gasteropelecus sternicla como un linaje basal
y Carnegiella mas cercanamente relacionado a Thoracocharax. El género
Thoracocharax por primera vez es parafilético, por consiguiente, se necesita un
analisis mas profundo para esta familia. Gasteropelecus sp (QCAZ 2855) aparece
relacionado a Thoracocharax stellatus en lugar de sus especies congenéricas.

En Iguanodectidae al secuencia del espécimen de Piabucus
melanostomus del Yasuni (QCAZ 2644) es igual a la de un individuo de la misma
especie de Brasil. Ilguanodectidae en los resultados estd compuesto, como se
esperaba por Piabucus, Iguanodectes y Bryconops.

En Triportheidae el largo de la rama de Engraulisoma taeniatum sugiere
una tasa de evolucion excepcionalmente alta o errores en las secuencias (Figuras
4y 5). Para esta familia se incluyeron varias especies, pero el andlisis bayesiano
fallé en agruparlas en un grupo monofilético, probablemente por la falta de sefal

filogenética.

Characidae no es monofilética y se divide en 2 clados (A y B). En el
subclado B (Figuras 4 y 5) son mondfiléticas las subfamilias Tetragonopterinae y
Cheirodontinae. No son monofiléticos Stevardiinae, Glandulocaudinae,
Characinae y Aphyocharacinae.

Characinae no forma un clado en el analisis bayesiano. Se posicionaron en
Y especies del Yasuni como, Cynopotamus amazonum y Charax caudimaculatus.
Characinae en Y, no forma un grupo monofilético pero si en los analisis de
maxima verosimilitud aunque aparece con bajo soporte. Cynopotamus, por otra

parte, es polifilético, al igual que en Oliveira et al. (2011). La polifilia puede ser
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producto de una mala identificacion de Cynopotamus kincaidi ya que C.
venezuelae si se agrupa con el espécimen de Ecuador de C. amazonum. Las
relaciones filogenéticas de Characinae contrastan con la hipotesis de Mattox y
Toledo-Piza, (2012) en la cual restringe Characinae a siete géneros gque no estan
estrechamente relacionados en los resultados.

La subfamilia  Stevardiinae fue parafilética con respecto a
Glandulocaudinae 'y Aphyocharacinae (Figuras 4 y 5). Aphyocharax
aparentemente comparte un origen comun con Prionobrama pero el resto de los
integrantes de la subfamilia (Paragoniates, Leptagoniates y Xenagoniates) forman
una politomia con Characinae, Cheirodontinae y Tetragonopterinae. Por lo tanto,
Aphyocharacinae es parafilética. Recientemente Tagliacollo et al. (2012)
estableci6 que Aphyocharacinae alberga dos clados, el primero integrado por
Prionobrama y Aphyocharax y el segundo formado por Paragoniates,
Leptagoniates y Xenagoniates; que en los resultados no se muestran
estrechamente relacionados, probablemente porque el fragmento usado no posee
suficiente sefial filogenética.

Cheirodontinae es monofilética, con alto soporte en concordancia con
estudios cladisticos (Mirande, 2009; Mirande, 2010) y filogenéticos (Javonillo et
al.,, 2010; Calcagnotto et al., 2005). En el presente estudio no se usaron
secuencias de Spintherobolus que provoca la parafilia de Cheirodontinae en otros
estudios (Oliveira et al.,, 2011). Finalmente, en el clado B Stevardiinae y
Glandulocaudinae presentan una naturaleza polifilética. Aunque se ha establecido
la monofilia de Stevardiinae en base a caracteres morfoldgicos del aparato
reproductivo, caracteristicas espermaticas, (Baicere-Silva et al., 2011). Se

necesitan mas analisis y secuencias para una mejor resolucion.
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El subclado A (Figuras 4 y 5) tiene buen soporte y contiene varios géneros
considerados incertae sedis, es el mas rico en especies de la familia y el orden.
Incluye géneros especiosos como Hyphessobrycon, Hemigrammus, Jupiaba,
Moenkhausia y Astyanax, los cuales son polifiléticos en el presente estudio, en
concordancia con estudios anteriores (Mirande, 2009; Mirande, 2010; Javonillo et
al., 2010; Oliveira et al., 2011). Cabe recalcar que los géneros polifiléticos del
clado A no se encuentran en otros clados. También, se encuentran como se
esperaba formas particulares como Astyanacinus por su similaridad a Astyanax y
Stethaprioninae que se caracterizan por un cuerpo profundo. Generalmente, se
les ha catalogado a la mayoria de estos grupos como incertae sedis (Reis et al.,
2003). Hyphessobrycon copelandi, presente en Yasuni, forma parte de un clado
monofilético, no obstante H. herbertaxelrodi aparece cercanamente relacionado a
Stethaprioninae. ElI género Moenkhausia es parafilético, y algunos clados con
especies colectadas en este estudio (Moenkhausia lepidura y M. oligolepis) tienen
buen soporte. En el presente estudio se presentan por primera vez secuencias de
Moenkhausia grandisquamis, M. copei y M. cotinho. En Stethaprioninae,
Gymnocorymbus thayeri es el grupo hermano de G. ternetzi la especie similar de
Brasil mientras que en cambio Brachychalcinus copei no esta cercanamente
relacionado a Brachychalcinus nummus de Ecuador. Stethaprioninae esta
compuesta por Brachychalcinus, Stethaprion, Orthospinus, Poptella vy
Gymnocorymbus (Reis, 1989; Mirande, 2009; Mirande 2010) pero en los
resultados de este estudio no forman un clado y estan dispuestos en una
politomia en conjunto con otros géneros como Hyphessobrycon y Moenkhausia.

Hemigrammus unilineatus coincide con su descripcion morfolégica, pero no se



26

agrupa con las demas especies de Hemigrammus sino se encuentra relacionado
a Moenkhausia melanogramma. En cuanto Astyanax (tetras americanos), las
especies ecuatorianas (A. maximus y A. zonatus) estan en diferentes clados que

las del grupo Centroamericano.

Asi como varios grupos brindan informaciéon sobre sus relaciones
filogenéticas, muchos también presentan una topologia no resuelta. Existe un
poco de discordancia entre los analisis de Maxima Verosimilitud e Inferencia
Bayesiana. Son diferentes en la ubicacion de Chalceus con respecto a
Characidae, la posicion de Phenacogaster en Characinae, y politomias de
Stevardiinae y Cheirodontinae en el arbol de Inferencia Bayesiana. Aungue, en
ambos analisis los clados tenian bajo soporte para estas topologias. También,
algunas ramas en los arboles son méas largas como las de Engraulisoma o de
Aphyocharax y Prionobrama. Esto podria explicarse por una alta tasa de

evoluciéon o errores en las secuencias de ADN del GenBank.

5.2 DIVERSIDAD CRIPTICA

Se analizaron aproximadamente menos del 50% de especies de
Characidae registradas para el Parque Nacional Yasuni, de las cuales muchas no
han sido caracterizadas anteriormente a ningun nivel molecular. Mucha de la
identificacion se vio limitada a nivel morfoldégico, por lo que de algunos
especimenes se conoce muy poco. Se procesaron 35 muestras de especies

diferentes en Characidae excluyendo muestras de los grupos externos (X). De



27

estas muestras, 6 son ECC (Figura 6) y 3 ECN, por lo que se comprueba que los
marcadores moleculares son una herramienta valiosa para la identificacion de
especies y que existe la posibilidad de una gran diversidad criptica en la
amazonia ecuatoriana. Las diferencias moleculares y morfolégicas dan un mayor
soporte a la diferenciacion de especies que un analisis basado en un solo tipo de
evidencia. Si bien no se analizaron variables ecolégicas o comportamentales; la
deteccidn de estas especies es apoyada debido a que las caracteristicas que las
separan de sus congéneres son informativas y particulares de cada grupo.

Se utilizé el gen mitocondrial 16S RNA ya que es un gen ampliamente
usado en estudios de identificacidon y discrminacion de especies de peces
(Teletchea, 2009), ha demostrado ser eficaz en el codigo de barras y ha sido
utilizado en estudios de diversidad criptica (Craig et al., 2009; Lakra et al., 2009;
Casciotta et al., 2012). El analisis falla en cuanto a resolver relaciones evolutivas
muy profundas; pero nuevamente esto puede estar determinado por la longitud
del fragmento, por ser un gen mitocondrial y por el uso de un solo gen. En este
estudio se delimité el umbral de la distancia génica a un 3%, no obstante el
umbral puede cambiar en cuanto al estudio de otros grupos (Pereira et al., 2011).
Este valor debe ser cuidadosamente evaluado porque existe variaciéon entre
diferentes grupos. Los umbrales con valores bajos no necesariamente significan
que los diferentes organismos estudiados son una sola entidad biolégica. Los
valores pueden ser diferentes por que la tasa de evolucién puede variar entre
diferentes taxa y consecuentemente la acumulacion de sustituciones puede variar,
0 puede estar relacionado a la edad de las especies, donde las especies
evolutivamente “jovenes” puede que no hayan tenido tiempo suficiente para

acumular muchas mutaciones en sus “barcodes” (Pereira et al., 2011).
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Las especies cripticas en Characidae no son una novedad (Medrado et al.,
2008; Piggott et al., 2011; Ferreira-Neto et al., 2012; Frehner et al., 2009; Pereira
et al,, 2011), y su deteccidon puede ser dificil debido a sus caracteres de
naturaleza altamente homoplasica. Las especies cripticas también pueden
diferenciarse en otras propiedades como las llamadas de apareamiento y sefales
quimicas, o simplemente tienen una apariencia similar debido a que la seleccién a
la que estan sujetas mantiene la estasis (Bickford et al., 2007). Sin embargo esa
informacion suele ser dificil de detectar, por lo que muchas veces los métodos
moleculares producen un mejor acercamiento para identificar especies cripticas

(Piggott et al., 2011).

Gasteropelecidae (peces hacha) alberga sus tres géneros. Gasteropelecus
sp. (QCAZ 2855) presenta una distancia genética p no corregida del 7% con
respecto a Gasteropelecus sternicla, especie a la cual se asemeja
morfolégicamente, pero no presenta diferencias significativas por lo que se le
asigné como una ECN. No se asign6é como ECC a Gasteropelecus sp. (QCAZ
2855) debido a la falta de especimenes para analizar y por la limitada informacion
gue se tiene sobre la sistematica del género. Por otra parte, los especimenes
ecuatorianos de Thoracocharax sp. (QCAZ 2649—2664) tienen una distancia
génica del 8% en cuanto a sus conespecificos amazdnicos, Thoracocharax
stellatus (Tabla 5) y difieren morfolégicamente en el color de la aleta dorsal,
caudal, y en el numero de escamas que recubren la base de la aleta anal. La
especie de Thoracocharax colectada presenta color negro en los bordes de la
aleta caudal, la mancha de la aleta dorsal se extiende desde la base de la misma

hasta la punta; lo que la diferencia de las Unicas dos especies del género:
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Thoracocharax stellatus que posee la mancha en la base y T. securis, que solo la
posee en la punta (Gery, 1977). Igualmente T. stellatus posee de 2 a 3 filas de
escamas sobre la base de la aleta anal y T. securis tiene 5 o 6 (Gery, 1977),
mientras que la especie colectada tiene de 3 a 4. En estudio morfométricos (da
Silva et al., 2009) se tomaron medidas anatdmicas de diferentes poblaciones de
Thoracocharax del Orinoco. Estos valores morfométricos se compararon con las
medidas de las especies ecuatorianas las cuales presentaron diferencias,
confirmando la posibilidad de que las poblaciones ecuatorianas representarian
una ECC. Por otra parte el holotipo fue colectado en Perlu en el Rio Ambyiacu
(Fowler, 1907), pero en la descripcién no se menciona nada sobre la coloracion;
por lo tanto las poblaciones de Ecuador pueden ser probablemente ECC o puede
representar un grupo de LPC con variacion morfoldgica.

En Triportheidae (Figuras 7 y 9), encontramos a Triportheus (pechén), con
las dos especies ecuatorianas, T. albus (QCAZ 2846—2699) y T. auritus (QCAZ
2889). Los especimenes de T. albus (QCAZ 2846—2699) se difieren en un 3.9%
con T. albus del GenBank (Tabla 6), pero en cuanto a su morfologia no difieren en
caracteres informativos por lo que se reconoceria como una ECN. Aungque
divergen genéticamente puede que también el espécimen brasilefio esté mal
identificado, T. albus es una especie comun en la cuenca amazonica (Malabarba,
2004) por lo que una mala identificacion seria poco probable. Ademas los
especimenes QCAZ de T. albus no difieren en el nUmero de arcos branquiales, el
namero de escamas en la linea lateral, profundidad del cuerpo, nUmero de radios
de la aleta anal, ni en el nUmero de escamas en el origen de las aletas dorsal,

pectoral y pélvicas. La localidad tipo de Triportheus albus es del Rio Ambyiacu,
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Perd y la secuencia del GenBank es del Brasil (Malabarba, 2004). Entonces,

podria existir la posibilidad que la especie de Brasil represente el linaje diferente.

Paragoniates ha sido mayormente conocido por la especie P. alburnus
(Steindachner, 1907; Gery, 1977). Gery, (1977) se refiere a Paragoniates como
monotipico. Los especimenes del Yasuni de Paragoniates (QCAZ 2564-2781)
difieren morfolégicamente en cuanto a caracteristicas cuantitativas de la especie.
Difieren en el numero de radios de la aleta anal (34—36 vs. 43—48), en el
namero de escamas en la linea lateral (39—42 vs. 50) y numero de escamas
transversales (10 vs. 15). En la filogenia tienen un soporte alto bajo ambos
andlisis y su distancia genética p no corregida es del 5.8% con respecto al
espécimen de Paragoniates de Brasil (Tabla 7). Los holotipos de Paragoniates
alburnus fueron colectados en la cuenca amazoénica este, lo cual sugiere que las

poblaciones de Ecuador son una ECC de Paragoniates.

Para Aphyocharax en el Ecuador se sugieren dos ECC (Figuras 4 y 5).
Aphyocharax sp.1 (QCAZ 2870) se parece a Aphyocharax pusillus en la
coloracion. A nivel molecular se diferencia de la secuencia del GenBank en un
4% (Tabla 8). A. sp.2 (QCAZ 2851) se asemeja a A. alburnus pero presenta una
distancia genética p no corregida del 3%. Ambas especies difieren de las demas y
entre ellas en el numero de dientes mandibulares, dientes maxilares y en el
namero de escamas en la linea lateral; y genéticamente tienen una distancia de
3.6%. La caracteristica, de que la punta del maxilar no llegue al suborbital las
posiciona como especies cercanas a A. alburnus y A. pusillus pero el nimero de

dientes maxilares las relaciona mas con el grupo de A. dentatus. En el arbol
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filogenético, las especies de Aphyocharax aparentemente son linajes diferentes
relacionados a diferentes grupos de especies dentro del género pero se ha visto
que las relaciones entre Aphyocharax pueden variar (Tagliacollo et al., 2012). A
pesar de que faltarian mas especimenes del Yasuni por secuenciar, las

caracteristicas mencionadas son razones para posicionarlas como ECC.

En el subclado A (Figuras 4 y 5) se encontraron especies candidatas
cercanas al complejo de Moenkhausia “lepidura”. Entre estas especies existe una
distancia génica del 5-6% (Tabla 9) y en relacién a la secuencia de Brasil usada
de M. lepidura una aun mayor del 8-11%. La diferenciacion morfolégica de estos
especimenes junto con la bibliografia infiere dos ECC. Las especies de
Moenkhausia debido a su parafilia se las ha agrupado en tres grupos artificiales:
Moenkhausia lepidura, Moenkhausia grandisquamis y Moenkhausia chrysagyrea
(Gery, 1977; Benine, 2004). Dentro del grupo de M. lepidura el complejo de
especies de este mismo grupo se diferencia primordialmente de sus congéneres
por la presencia de una mancha negra en el lI6bulo caudal superior, la cual se
encuentra ausente en las especies colectadas. Las especies de Moenkhausia
complejo lepidura del Ecuador estan mas cercanas al grupo hermano del
complejo de especies de M. lepidura, el cual estd conformado por M. intermedia y
M. dichroura, las mismas que se diferencian de igual manera en los colores de la
punta de los I6bulos que son hialinas o blancas (Gery, 1977; Benine, 2004),
mientras que en las especies colectadas son negras. Por tanto, las especies
ecuatorianas se diferencian de las especies mencionadas. Ademas, las nuevas
especies descritas del grupo Moenkhausia lepidura pertenecen exclusivamente al

complejo del mismo (Marinho y Lageani, 2010). Ambas especies candidatas del
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Ecuador presentan diferencias entre si. Moenkhausia sp.1 (QCAZ 2908) tiene una
profundidad corporal mayor (3.1 vs. 2.8—2.5) con relacion a Moenkhausia sp.2
(QCAZ 2905—2769), y un mayor numero de escamas en la linea lateral (35 vs.
31). También, Moenkhausia spl (QCAZ 2908) presenta una mancha humeral mas
conspicua que la presente en Moenkhausia sp.2 (QCAZ 2905—2769). También,
Moenkhausia sp.1 (QCAZ 2908) presenta un color oscuro grisaceo en ambos
I6bulos caudales mientras que Moenkhausia sp.2 (QCAZ 2905—2769) tiene
ambos Iébulos de color negro sin marcas hialinas en las puntas. La distancia
génica entre estas especies (5-6%) y entre las demas especies de Moenkhausia
incluidas en el analisis junto con las diferencias morfologicas indican que son

ECC.

La especie ecuatoriana perteneciente a Astyanacinus si presenta una
distancia genética de A. moorii y A. multidens, (la ultima reportada para Ecuador,
Tabla 10); presenta también diferencias ambiguas con las respectivas especies
del género. Se propone como ECN a Astyanacinus sp. (QCAZ 2927) debido a que
solo se capturé un espécimen juvenil. Aunque sus caracteristicas morfolégicas
difieren de las demas especies (A. moorii, A. multidens, A. orthodus, A. superbus,
A. sp n. Peru, A. sp n. Bolivia, A. sp n. Purus) (Torres-Mejia et al., 2012) estas
diferencias podrian deberse a su condicién de juvenil. Se necesitaria mas material
para analizar y mas secuencias para hacer comparaciones mas exhaustivas con

las siete especies de este género.
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5.3 CONCLUSIONES

En este estudio se encontré a Characidae como una familia parafilética y a
seis ECC y tres ECN provenientes del Yasuni. El presente estudio demuestra que
los marcadores genéticos tienen un buen desempefio a la hora de diferenciar
especies. El fragmento del gen 16S utilizado fue mayormente ventajoso a la hora
de diferenciar especies mas no en resolver relaciones filogenéticas profundas. Por
otro lado, fue de igual importancia examinar las caracteristicas morfologicas, ya
que ésto puede corroborar diferencias entre diferentes linajes evolutivos.

Finalmente, se recomienda enfaticamente seguir analizando a los
caracidos del Yasuni para de esta manera obtener mas informacion util sobre la
Ictiofauna de la regibn amazobnica ecuatoriana ya que pocos estudios, tanto

moleculares como de diversidad criptica, se han realizado en el Ecuador.
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Figura 1. Mapa de localidades donde se colect6 los diferentes Characiformes

utilizados en el estudio.
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Figura 2: Arboles producto de un fragmento del gen 16S bajo los diferentes

e
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criterios de optimalidad. A la izquierda se encuentra arbol de Maxima
Verosimilitud y a la derecha el arbol consenso de Inferencia Bayesiana. Se

indican los clados de Characidae como Ay B, el grupo externo como Xy al grupo

de linajes como Y.
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Grupos Externos

S,

Aﬂl‘|”i“|||“1||

Chalceidae
Bryconidae

@ Gasteropelecidae
Acestrorhynchidae
Alestiidae

Iguanodectidae
Triportheidae

Aphyocharacinae

Characinae

Tetragonopterinae

Cheirodontinae

Glandulocaudinae
Stevardiinae

Aphyocharacinae

Stethaprioninae
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Figura 3: Arbol consenso resultante del fragmento del gen 16S bajo el criterio de
Inferencia Bayesiana de Characidae. Se muestran las familias en verde y las
subfamilias de Characidae en azul. Se indican los clados de Characidae como Ay

B, el grupo externo como Xy al grupo de linajes Y.



*

HQ171427 Carassius auratus

HQ171388 Citharinus sp

HQ171385 Distichodus sp

- [— HQ171346 Hoplias malabaricus

HQ171431 Copella natteren
* HQ171321 Leporinus fasciatus
EU181635 Leporinus paranensis
0.97 EU181598 Leporinus lacustris
QCAZ 2710 Leporinus friderici

HQ171309 Chilodus punctatus
HQ171398 Characidium laterale
HQ171387 Hepsetus odoe

HQ171241 Cynodon gibbus
HQ171246 Hermiodus immaculatus
0.99 1 HQ171358 Prochilodus reticulatus
AYT788075 Prochilodus nigricans

099" QCAZ 2836 Prochilodus nigricans
— QCA/Z 2852 Steindachnerina sp

0.99 f——— HQ171290 Curimatella dorsalis
[~ FJ944748 Steindachnerina guentheri
= HQ171339 Steindachnerina insculpta

HQ171382 Boulengerella lateristriga

* HQ171429 Parodon nasus
_L[ QCAZ 2733 Parodon pongoensis
APO011998 Apareiodon affinis
_L— QCAZ 2845 Myleus duriventre
0.99 HQ171252 Myloplus rubripinnis

AF283937 Serrasalmus rhombeus

*} AF283939 Serrasaimus rhombeus
QCAZ 2719 Pygocentrus cf nattereri
QCAZ 2770 Serrasalmus cf rhombeus

HQ171341 Chalceus epakros
HQ171297 Chalceus erythrurus

*

HQ171437 Salminus brasiliensis
HQ171251 Brycon amazonicus
0.99 HQ171335 Henochilus wheatlandii
HQ171260 Brycon insignis
HQ171304 Gasteropelecus sternicla

GQ368213 Gasteropelecus maculatus
FJ748992 Thoracocharax stellatus

QCAZ 2855 Gasteropelecus sp
GQ368212 Carnegiella marthae
HQ171314 Carnegiella strigata
QCAZ 2649 Thoracocharax sp
QCAZ 2664 Thoracocharax sp

HQ171312 Acestrorhynchus falcatus
HQ171325 Gnathocharax steindachneri
HQ171410 Roestes ogilviei

HQ171323 Heterocharax macrolepis

0.97

ﬂl_ HQ171316 Iguanodectes geisleri
* = QCAZ 2644 Piabucus melanostomus
= HQ171338 Piabucus melanostomus

FJ944738 Triportheus magdalenae

FJ944736 Triportheus albus
HQ171383 Triportheus nematurus

0.97 HQ171253 Triportheus orinocensis

U33623 Triportheus paranensis

GQ368200 Triportheus pantanensis

099y QCAZ 2699 Triportheus sp

QCAZ 2846 Triphorteus sp

HQ171402 Lignobrycon myersi

HQ171337 Clupeacharax anchoveoides

* - FJ944721 Bryconops melanurus
HQ171415 Bryconops affinis
0.99 p= AY787985 Bryconops sp
HM562767 Bryconops sp
* HQ171378 Agoniates anchovia
HQ171342 Agoniates halecinus
* r HQ171299 Engraulisoma taeniatum
i ! HQ171300 Engraulisoma taeniatum
AY788082 Triportheus angulatus
099 | QCAZ 2889 Triportheus auritus
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Cyprinidae
Citharinidae
Distichodontidae

Erythrinidae
Lebiasinidae

Anostomidae

Chilodontidae
Crenuchidae
Cynodontidae
Hepsetidae
Hemiodontidae

Prochilodontidae

Curimatidae

Ctenoluciidae

Parodontidae

Serrasalmidae

Chalceidae

Bryconidae

Gasteropelecidae

Acestrorhynchidae
Heterocharacinae

Alestiidae

Iguanodectidae

Triportheidae

Figura 4: Filograma resultante del analisis de Inferencia Bayesiana del fragmento

del gen 16S. Los valores de 1 se indican con un asterisco (*) mientras que valores

no significativos no se muestran en la filogenia. Las muestras de este estudio se

indican con letras verdes.



HQ171424 Aphyocharacidium bolivianum
HQ171320 Glandulocauda melanogenys

0.99 HQ171391 Phenagoniates macrolepis
0.99 HQ171274 Xenagoniates bondi
HQ171311 Leptagoniates steindachneri

* HQ171426 Paragoniates alburnus
_Lr QCAZ 2564 Paragoniates sp

QCAZ 2781 Paragoniates sp

0.99 E QCAZ 2903 Phenacogaster pectinatus

HQ171347 Phenacogaster calverti
HQ171271 Cynopotamus kincaidi
FJ944724 Charax michaeli
* QCAZ 2586 Charax cf caudimaculatus
GQ368220 Charax leticiae
HQ171244 Charax leticiae
FJ439411 Roeboides salvadoris
HQ171265 Gephyrocharax atracaudatus
HQ171267 Roeboides guatemalensis

0.99

FJ749024 Galeocharax knerii
HQ171359 Cynopotamus venezuelae
QCAZ 2585 Cynopotamus amazonus
* r HQ171289 Tetragonopterus argenteus
HQ171405 Tetragonopterus chalceus
FJ944735 Tetragonopterus argenteus
QCAZ 2618 Tetragonopterus argenteus

QCAZ 2713 Tetragonopterus argenteus

HQ171349 Nanocheirodon insignis
QCAZ 2814 Cheirodontinae sp1
HQ171275 Cheirodon australe
HQ171330 Heterocheirodon yatai
HQ171355 Macropsobrycon uruguayanae
HQ171403 Acinocheirodon melanogramma
HQ171336 Kolpotocheirodon theloura
HQ171413 Aphyocheirodon hemigrammus
AYT787995 Cheirodon sp
HQ171302 Odontostilbe fugitiva
HQ171332 Compsura heterura
HQ171416 Serrapinnus piaba
QCAZ 2906 Serrapinus sp

HQ171291 Serrapinnus calliurus

099

= AY788014 Gephyrocharax sp
[ HQ171369 Hemibrycon taeniurus
f— QCAZ 2913 Gephyrocharax sp

0.98 | HQ171373 Acestrocephalus sardina
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e B Glandulocaudinae

Aphyocharacinae

Characinae

Tetragonopterinae

Cheirodontinae

= HQ171411 Lophiobrycon weitzmani

= HQ171282 Mimagoniates inequalis

I HQ171268 Pseudocorynopoma heterandria

HQ171266 Bryconamericus emperador

_E HQ171368 Tyttocharax madeirae
HQ171423 Xenurobrycon pteropus

™ U34007 Gephyrocharax sp

HQ171278 Ceratobranchia cf delotaenia

HQ171279 Creagrutus peruanus

m&l: HQ171262 Planaltina britskii
HQ171412 Piabarchus analis

0. QCAZ 2868 Knodus breviceps
QCAZ 2962 Knodus breviceps

= QCAZ 2942 Knodus beta

= FJ749028 Knodus sp a

= FJ749029 Knodus sp t

HQ171257 Knodus meridae

= AY788041 Knodus sp

“Teh I,

Figura 4, continuacién

Stevardiinae

JQ820089 Aphyocharax nattereri
%* HQ171272 Prionobrama paraguayensis
JQB820086 Prionobrama filigera
QCAZ 2924 Prionobrama filigera

JQ820093 Aphyocharax rathbuni

QCAZ 2870 Aphyocharax sp
JQB820092 Aphyocharax dentatus
JQB820095 Aphyocharax anisitsi
QCAZ 2581 Aphyocharax sp

JQB820097 Aphyocharax alburnus
* HQ171301 Aphyocharax pusillus

Aphyocharacinae



<N [

HQ171322 Paracheirodon axelrodi

_*:QCAZ 2634 Hyphessobrycon copelandi
AY788022 Hyphessobrycon eques

* FJ749015 Hyphessobrycon erythrostigma
_L&L— HQ171397 Hyphessobrycon megalopterus

L1095 FJ749018 Hyphessobrycon megalopterus

* QCAZ 2908 Moenkhausia sp1
: QCAZ 2769 Moenkhausia sp2
* QCAZ 2905 Moenkhausia sp2

HQ171354 Hasemania sp

et QCAZ 2580 Moenkhausia copei
099 QCAZ 2951 Moenkhausia copei
* AY788023 Hemigrammus erythrozonus
HQ171357 Hemigrammus marginatus

HQ171353 Moenkhausia xinguensis
HQ171404 Orthospinus franciscensis
HM562764 Hyphessobrycon uruguayensis
= QCAZ 2972 Brachychalcinus nummus
FJ944731 Moenkhausia lepidura
FJ944734 Stethaprion erytrops
[ HQ171435 Brachychalcinus copei
= HQ171305 Stethaprion erythrops
[— HQ171286 Poptella paraguayensis
0.99r QCAZ 2834 Gymnocorymbus thayeri
QCAZ 2569 Gymnocorymbus thayeri
*r FJ749019 Gymnocorymbus ternetzi
HQ171287 Gymnocorymbus ternetzi
HQ171329 Bryconella pallidifrons
* r QCAZ 2901 Moenkhausia grandisquamis
QCAZ 2920 Moenkhausia grandisquamis
HQ171394 Hemigrammus ulreyi
FJ944730 Moenkhausia comma
QCAZ 2893 Moenkhausia comma
AYT788034 Hemigrammus rodwayi
FJ944732 Moenkhausia melogramma
QCAZ 2604 Hemigrammus unilineatus

0.99

* |— HM562771 Astyanacinus multidens

QCAZ 2927 Astyanacinus sp
I_I_l' AY787987 Astyanacinus sp
HQ171352 Astyanacinus moorii

FJ749013 Hyphessobrycon herbertaxelrodi
_|_|_ HQ171371 Rachoviscus crassiceps

- - AY788039 Inpaichthys kerri
HQ171381 Jupiaba anteroides
QCAZ 2858 Moenkhausia cotinho

* 099 HQ171319 Bario steindachneri
_El__ QCAZ 2849 Moenkhausia oligolepis
QCAZ 2784 Moenkhausia oligolepis

0.9 r AY523588 Moenkhausia sanctaefilomenae
—[ AY788054 Moenkhausia sanctaefilomenae

FJ749016 Moenkhausia sanctaefilomenae
= HQ171436 Hyphessobrycon reticulatus

AY788017 Hemigrammus bleheri

* HQ171276 Carlana eigenmanni
_%9021 Nematobrycon palmeri
HQ171366 Deuterodon iguape
[ QCAZ 2590 Jupiaba sp

x[ FJ944716 Astyanax magdalenae
0.9 [ FJ944726 Ctenobrycon hauxwellianus

. FJ749010 Ctenobrycon hauxwellianus
I: QCAZ 2606 Ctenobrycon hauxwellianus

QCAZ 2609 Ctenobrycon hauxwellianus

FJ749027 Jupiaba polylepis
_*LAY'{BTQG? Astyanax scabripinnis
FJ749006 Astyanax cremnobates

ogo| *2q— FJ944715 Astyanax fasciatus

FJ944717 Astyanax micropelis

QCAZ 2947 Astyanax maximus
AY787955 Astyanax bimaculatus
QCAZ 2595 Astyanax zonatus
QCAZ 2946 Astyanax zonatus
QCAZ 2948 Astyanax zonatus
~ FJ439441 Astyanax nasutus
[ FJ439424 Astyanax sp 2
[~ FJ439455 Astyanax orthodus
- FJ439451 Astyanax sp 9
[ FJ439450 Astyanax petenensis
HQ171420 Bramocharax baileyi
— I~ HQ171418 Astyanax aeneus
[ FJ749004 Hyphessobrycon anisitsi
= HQ171327 Astyanax jordani
= FJ439429 Astyanax nicaraguensis
[ FJ439428 Astyanax belizanus
.l' FJ439434 Astyanax hubbsi
HQ171417 Astyanax mexicanus

*

Figura 4, continuacion
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HQ171427 Carassius auratus

____——— HQ171388 Citharinus sp
HQ171385 Distichodus sp

HQ171346 Hoplias malabaricus

HQ171431 Copella nattereri

HQ171321 Leporinus fasciatus
EU181635 Leporinus paranensis
EU181598 Leporinus lacustris
QCAZ 2710 Leporinus friderici

HQ171309 Chilodus punctatus
HQ171398 Characidium laterale
HQ171241 Cynodon gibbus
HQ171387 Hepsetus odoe
HQ171246 Hemiodus immaculatus
HQ171358 Prochilodus reticulatus
_L| AY788075 Prochilodus migricans
QCAZ 2836 Prochilodus nigricans
QCAZ 2852 Steindachnerina sp
HQ171290 Curimatella dorsalis
FJ944748 Steindachnerina guentheri

HQ171339 Steindachnerina insculpta
HQ171382 Boulengerella lateristriga

0.92
HQ171429 Parodon nasus
* 1 QCAZ 2733 Parodon pongoensis

AP011998 Apareiodon affinis
0971 QCAZ 2845 Myleus duriventre
- HQ171252 Myloplus rubripinnis
AF283937 Serrasalmus rhombeus
* | AF283939 Serrasalmus rhombeus
QCAZ 2719 Pygocentrus cf nattereri
QCAZ 2770 Serrasalmus cf rhombeus

0.82

0.75 FJ748992 Thoracocharax stellatus
QCAZ 2855 Gasteropelecus sp

GQ368212 Carnegiella marthae

HQ171314 Carnegiella strigata
k. i QCAZ 2649 Thoracocharax sp
QCAZ 2664 Thoracocharax sp

HQ171312 Acestrorhynchus falcatus
10 Roestes ogilviei

\Y787960 Brycinus carolinae

HQ171324 Hoplocharax goethei

*
| HQIT14 og
I_I [
| A
HQ171316 Iguanodectes geisleri
| ¥ — QCAZ 2644 Piabucus melanostomus
- HQ171338 Fiabucus melanostomus
- 0.94 FJ944721 Bryconops melanurus
0.96 HQ171415 Bryconops affinis
0.98 AY787985 Bryconops sp
HM562767 Bryconops sp
* ————— HQ171378 Agomiates anchovia

HQ171341 Chalceus epakros
HQ171287 Chalceus erythrurus

HQ171323 Heterocharax macrolepis

———— HQ171342 Agoniates halecinus

HQ171402 Lignobrycon myersi .

 H
1H

091 [— AYT788082 Triportheus angulatus
QCAZ 2889 Tnportheus sp
FJ944738 Triportheus magdalenae

FJ944736 Triportheus albus

HQ171383 Triportheus nematurus
HQ171253 Triportheus orinocensis
U33623 Triportheus paranensis
GQ368200 Triportheus pantanensis
QCAZ 2699 Triportheus sp

QCAZ 2846 Triphorteus sp

Figura 5. Filograma resultante del analisis de Maxima Verosimilitud del

fragmento del gen 16S. Los valores de 1 se indican con un asterisco (*) mientras

0.94 HQ171437 Salminus brasiliensis
HQ171251 Brycon amazonicus
0.72 HQ171335 Henochilus wheatlandii
HQ171260 Brycon insignis
HQ171304 Gasteropelecus sternicla
0.85 GQ?368213 Gasteropelecus maculatus

HQ171325 Gnathocharax steindachneri

HQ171337 Clupeacharax anchoveoides

55

Cyprinidae
Citharinidae
Distichodontidae

Erythrinidae
Lebiasinidae

Anostomidae

Chilodontidae
Crenuchidae
Cynodontidae
Hepsetidae

Hemiodontidae
Prochilodontidae

Curimatidae

Ctenoluciidae

Parodontidae

Serrasalmidae

Bryconidae

Gasteropelecidae

Chalceidae

Acestrorhynchidae
Heterocharacinae

Alestiidae

Iguanodectidae

Q171299 Engraulisoma taeniatum
Q171300 Engraulisoma taeniatum

Triportheidae

gue valores no significativos no se muestran en la filogenia. Las muestras de este

estudio se indican con letras celestes.



HQ171424 Aphyocharacidium bolivianum

HQ171391 Phenagoniates macrolepis
HQ171274 Xenagoniates bondi
HQ171311 Leptagoniates steindachneri

0.75
0.93

0.98 HQ171426 Paragoniates alburnus
4&" QCAZ 2564 Paragoniates sp
QCAZ 2781 Paragoniales sp

E QCAZ 2903 Phenacogaster pectinatus
HQ171347 Phenacogaster calverti

HQ171271 Cynopotamus kincaidi
0.74, FJ944724 Charax michaeli
0.85 QCAZ 2586 Charax cf caudimaculaius

GQ368220 Charax leliciae
HQ171244 Charax leticiae

FJ439411 Roeboides salvadoris

_EE HQ171265 Gephyrocharax atracaudalus
HQ171267 Roeboides guatemalensis

0.7
FJ749024 Galeocharax knerii
.92, HQ171359 Cynopotamus venezuelae
QCAZ 2585 Cynopotamus amazonus

098 HQ171289 Tetragonopterus argenteus
HQ171405 Tetragonopterus chalceus
FJ944735 Tetragonopterus argenteus

L

0.72
QCAZ 2618 Tetragonopterus argenteus

0.991 QCAZ 2713 Tetragonopterus argenteus

HQ171349 Nanocheirodon insignis
QCAZ 2814 Cheirodontinae sp1
HQ171275 Cheirodon australe
HQ171330 Heterocheirodon yalai
HQ171403 Acinocheirodon melanogramma
HQ171413 Aphyocheirodon hemigrammus
HQ171336 Kolpotocheirodon theloura
HQ171355 Macropsobrycon uruguayanae
AYT8T7995 Cheirodon sp
HQ171302 Odontostilbe fugrtiva
HQ171332 Compsura heterura
HQ171416 Serrapinnus piaba

QCAZ 2906 Serrapinus sp
HQ171291 Serrapinnus calliurus

0.85

AYT788014 Gephyrocharax sp
HQ171369 Hemibrycon taeniurus
QCAZ 2913 Gephyrocharax sp
_EH(N 71320 Glandulocauda melanogenys

HQ171282 Mimagoniates inequalis
HQ171411 Lophiobrycon weitzmarni

HQ171268 Pseudocorynopoma heterandria
HQ171266 Bryconamericus emperador
0.99 HQ171368 Tyttocharax madeirae
HQ171423 Xenurobrycon pteropus

- U34007 Gephyrocharax sp
HQ171278 Ceratobranchia cf. delotaenia

HQ171279 Creagrutus peruanus

!

HQ171262 Planaltina britskii
HQ171412 Piabarchus analis

092 QCAZ 2868 Knodus breviceps
QCAZ 2962 Knodus breviceps
FJ749028 Knodus sp a
FJ749029 Knodus sp t
AYT88041 Knodus sp
QCAZ 2942 Knodus beta
— HQ171257 Knodus meridae

0.83

Figura 5, continuacién

HQ171373 Acestrocephalus sardina

0.79 JQB820089 Aphyocharax nattereri
* HQ171272 Prionobrama paraguayensis
* JQB20086 Prionobrama filigera
QCAZ 2924 Prionobrama filigera

JQ820093 Aphyocharax rathbuni
Qc

AZ 2870 Aphyocharax sp1
JQB820092 Aphyocharax dentatus
JQB820095 Aphyocharax anisitsi
QCAZ 2581 Aphyocharax sp2
JQ820097 Aphyocharax alburnus

HQ171301 Aphyocharax pusillus
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Aphyocharacinae

Characinae

Tetragonopterinae

Cheirodontinae

Glandulocaudinae

Stevardiinae

Aphyocharacinae



0.81

E

HQ171322 Paracheirodon axelrodi

0.86 QCAZ 2634 Hyphessobrycon copelandi
0.89 _: AYT788022 Hyphessobrycon eques

0.85 FJ749015 Hyphessobrycon erythrostigma
I 0.96 I._ HQ171397 Hyphessobrycon megalopterus
FJ749018 Hyphessobrycon megalopterus

0.99 QCAZ 2908 Moenkhausia sp
094 , QCAZ 2769 Moenkhausia sp2
0.9 QCAZ 2905 Moenkhausia sp2

HQ171354 Hasemania sp

* 1 QCAZ 2580 Moenkhausia copei
QCAZ 2951 Moenkhausia copei
AY788023 Hemigrammus erythrozonus
HQ171357 Hemigrammus marginatus

HQ171353 Moenkhausia xinguensis
— HQ171404 Orthospinus franciscensis
HM562764 Hyphessobrycon uruguayensis

HQ171305 Stethaprion erythrops

FJ9447 34 Stethaprion erytrops

FJ944731 Moenkhausia lepidura

HQ171286 Poptella paraguayensis

HQ171435 Brachychalcinus copei

QCAZ 2972 Brachychalcinus nummus

QCAZ 2834 Gymnocorymbus thayeri

QCAZ 2569 Gymnocorymbus thayeri

0.96r FJ749019 Gymnocorymbus ternetzi
HQ171287 Gymnocorymbus ternetzi
HQ171329 Bryconella pallidifrons
QCAZ 2901 Moenkhausia grandisquamis
QCAZ 2920 Moenkhausia grandisquamis
HQ171394 Hemigrammus ulreyi

FJ944730 Moenkhausia comma
QCAZ 2893 Moenkhausia comma
AY788034 Hemigrammus rodwayi

FJ944732 Moenkhausia melogramma
QCAZ 2604 Hemigrammus unilineatus

HM562771 Astyanacinus muitidens

071 QCAZ 2927 Astyanacinus sp
I_lﬁr AYT87987 Astyanacinus sp
HQ171352 Astyanacinus moorii
—_— HQ171371 Rachoviscus crassiceps

FJ749027 Jupiaba polylepis
- QCAZ 2858 Moenkhausia cotinho

0.99 HQ171319 Bano steindachnert
* ﬂr QCAZ 2849 Moenkhausia oligolepis
QCAZ 2784 Moenkhausia oligolepis

*[ AY523588 Moenkhausia sanctaefilomenae

AYT788039 Inpaichthys kerri

AYT88054 Moenkhausia sanctaefilomenae
FJ749016 Moenkhausia sanctaefilomenae

HQ171436 Hyphessobrycon reticulatus
AY788017 Hemigrammus blehern
0.91 HQ171276 Carlana eigenmanni

0.98 1 FJ749021 Nematobrycon palmeri

HQ171366 Deuterodon iguape

FJ749013 Hyphessobrycon herbertaxelrodi
QCAZ 2590 Jupiaba sp

0.97

FJ944716 Astyanax magdalenae
FJ944726 Ctenobrycon hauxwellianus
0.99) FJ749010 Ctenobrycon hauxwellianus
QCAZ 2606 Ctenobrycon hauxwellianus
QCAZ 2609 Ctenobrycon hauxwellianus
HQ171381 Jupiaba anteroides
0-9?E AYT87967 Astyanax scabripinnis
FJ749006 Astyanax cremnobates
0.85 FJ944715 Astyanax fasciatus
FJ944717 Astyanax micropelis
QCAZ 2947 Astyanax maximus

%] QCAZ 2595 Astyanax zonatus

QCAZ 2946 Astyanax zonatus

QCAZ 2948 Astyanax zonatus

AY 787955 Astyanax bimaculatus
FJ439428 Astyanax belizanus

FJ439441 Astyanax nasutus
FJ439429 Asiyanax nicaraguensis

FJ439455 Astyanax orthodus
FJ439424 Asiyanax sp 2

FJ439451 Astyanax sp 9
FJ439450 Astyanax petenensis
HQ171420 Bramocharax baileyi
HQ171418 Astyanax aeneus
FJ749004 Hyphessobrycon anisitsi
HQ171327 Astyanax jordani
FJ439434 Astyanax hubbsi
*" HQ171417 Astyanax mexicanus

Figura 5, continuacion
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Stethaprioninae
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Figura 6. Fotografias de las ECC del Yasuni. (A) Thoracocharax sp. (QCAZ

2664), (B) Paragoniates sp. (QCAZ 2781), (C) Aphyocharax sp.1 (QCAZ 2870),
(D) Aphyocharax sp.2, (E) Moenkhausia sp.1 (QCAZ 2908), y (F) Moenkhausia

sp.2 (QCAZ 2905).
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Tabla 1. Coordenadas de las localidades de colecciéon

Localidad Latitud Longitud

ECY 0°40727.732” -76° 23" 49,3794
Laguna 2 0° 40" 7.1394" -76°24'17.1"
Laguna 3 0° 40" 7.1394" -76° 24' 40.8594".
Estero Aguas Negras 0° 40' 8.7954" -76° 22' 19.524"
Rio Capirdn 0° 39' 14.3634" -76° 25' 31.4034"
Playa Tiputini 1 0° 39' 56.7" 76° 25'19.8114"
Playa Tiputini 2 0° 40' 2.0028" -76° 25' 3.324"

Playa Tiputini 3 0° 40" 7.1394" -76° 24' 40.85"




Tabla 2. Regiones de ADN y cebadores utilizados en este estudio.
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Gen Cebadores Secuencia 5°-3° Fuente Direccién
16S Mitocondrial 16Sa-L ACGCCTGTTTATCAAAAACAT Palumbi, 1996. Derecha
16Sb-H CCGGTCTGAACTCAGATCACGT Palumbi, 1996. Reversa




Tabla 3. Lista de secuencias empleadas en el estudio. Se muestra el nimero de voucher, nimero de accesion y la fuente

bibliografica.

Voucher

Especie

# de Accesion

Referencia Bibliografica

LBP6876-33172

LBP4191-23707

LBP8104-37551

LBP550326594

LBP6740-33471

LBP9055-42219

LBP830640025

LBP-15819

LBP-25524

LBP-3604

LBP-22132

Acestrocephalus sardina
Acestrorhynchus falcatus
Acinocheirodon melanogramma
Agoniates halecinus

Agoniates anchovia
Apareiodon affinis
Aphyocharacidium bolivianum
Aphyocheirodon hemigrammus
Aphyocharax alburnus
Aphyocharax anisitsi
Aphyocharax dentatus

Aphyocharax nattereri

HQ171373
HQ171312
HQ171403
HQ171342
HQ171378
AP011998
HQ171424
HQ171413
JQ820097
JQ820095
JQ820092

JQ820089

Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Nakatani et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Tagliacollo et al., 2012
Tagliacollo et al., 2012
Tagliacollo et al., 2012

Tagliacollo et al., 2012



LBP4046-22920
LBP-36496
QCAZ 2870
QCAZ 2581
LBP5783-28195
MUSM-35742A
AMNH233243
QCAZ 2927
LBP8938-42019

Amot10211

MCP-41307

A706

LBP451124599

Aphyocharax pusillus
Aphyocharax rathbuni
Aphyocharax sp.1
Aphyocharax sp.2
Astyanacinus moorii
Astyanacinus multidens
Astyanacinus sp
Astyanacinus spl
Astyanax aeneus
Astyanax belizanus
Astyanax bimaculatus
Astyanax cremnobates
Astyanax fasciatus
Astyanax hubbsi

Astyanax jordani

HQ171301

JQ820093

HQ171352
HM562771

AYT787987

HQ171418
FJ439428
AY787955
FJ749006
FJ944715
FJ439434

HQ171327

Oliveira et al., 2011
Tagliacollo et al., 2012
Presente Estudio

Presente Estudio

Oliveira et al., 2011
Thomaz et al., 2010
Calcagnotto et al., 2005
Presente Estudio

Oliveira et al., 2011
Ornelas-Garcia et al., 2008
Calcagnotto et al., 2005
Javonillo et al., 2010

Vera et al., 2009
Ornelas-Garcia et al., 2008

Oliveiraetal., 2011
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QCAZ 2947

LBP8937-42016

Amanl75
Aamanb55vi
JJ28

523GU

QCAZ 2595

QCAZ 2946

QCAZ 2948
CPOG-2009-Amag2339
911GU

LBP4389-24187

Astyanax magdalenae
Astyanax maximus
Astyanax mexicanus
Astyanax micropelis
Astyanax nasutus
Astyanax nicaraguensis
Astyanax orthodus
Astyanax petenensis
Astyanax scabripinnis
Astyanax zonatus
Astyanax zonatus
Astyanax zonatus
Astyanax sp 2
Astyanax sp 9

Bario steindachneri

FJ944716

HQ171417
FJ944717
FJ439441
FJ439429
FJ439455
FJ439450

AYT787967

FJ439424
FJ439451

HQ171319

Vera et al., 2009

Presente Estudio

Oliveira et al., 2011

Vera et al., 2009
Ornelas-Garcia et al., 2008
Ornelas-Garcia et al., 2008
Ornelas-Garcia et al., 2008
Ornelas-Garcia et al., 2008
Calcagnotto et al., 2005
Presente Estudio

Presente Estudio

Presente Estudio
Ornelas-Garcia et al., 2008
Ornelas-Garcia et al., 2008

Oliveiraetal., 2011
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LBP7094-34623
LBP192-8853
QCAZ 2972
LBP8940-42025
RUSI-065125
LBP2187-15565
LBP2369-16075
LBP275418528
LBP4646-24696

LBP262-4168

DC-2004
ATT-2010-MCP-35087-595
LBP9215-43160

LBP3300-19864

Boulengerella lateristriga
Brachychalcinus copei
Brachychalcinus nummus
Bramocharax baileyi
Brycinus carolinae
Brycon amazonicus
Brycon insignis
Bryconamericus emperador
Bryconella pallidifrons
Bryconops affinis
Bryconops melanurus
Bryconops sp

Bryconops sp

Carassius auratus

Carlana eigenmanni

HQ171382

HQ171435

HQ171420
AY787960
HQ171251
HQ171260
HQ171266
HQ171329
HQ171415
FJ944721

AY787985
HM562767
HQ171427

HQ171276

Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Presente Estudio
Oliveira et al., 2011
Calcagnotto et al., 2005
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Vera et al., 2009
Calcagnotto et al., 2005
Thomaz et al., 2010
Oliveira et al., 2011

Oliveiraetal., 2011

65



LBP 4199 23601
LBP4200-23798
LBP3257-20042
LBP5443-26504
LBP4211-22727
LBP7614-36938
QCAZ 2586

LBP-1480-12700

LBP1480-12700

LBP3115-19803
AMNH233214
QCAZ 2814
LBP4090-23527

LBP7528-35374

Carnegiella marthae
Carnegiella strigata
Ceratobranchia cf delotaenia
Chalceus epakros
Chalceus erythrurus
Characidium laterale
Charax cf caudimaculatus
Charax leticiae

Charax leticiae

Charax michaeli
Cheirodon austral
Cheirodon sp
Cheirodontinae sp 1
Chilodus punctatus

Citharinus sp

GQ368212
HQ171314
HQ171278
HQ171341
HQ171297

HQ171398

GQ368220
HQ171244
FJ944724

HQ171275

AY787995

HQ171309

HQ289289

Abe et al., 2009
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Presente Estudio
Abe et al., 2009
Oliveira et al., 2011
Vera et al., 2009

Oliveira et al., 2011

Calcagnotto et al., 2005

Presente Estudio
Oliveiraetal., 2011

Oliveiraetal., 2011
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LBP5046-26012
LBP473324984
LBP536-7140
LBP3267-20057

MCP-28945

QCAZ 2606
QCAZ 2609
LBP3759-22034
LBP1619-11672
QCAZ 2585
LBP3225-19449
LBP6132-29515
LBP6827-33065

LBP7526-35371

Clupeacharax anchoveoides
Compsura heterura
Copella nattereri
Creagrutus peruanus
Ctenobrycon hauxwellianus
Ctenobrycon hauxwellianus
Ctenobrycon hauxwellianus
Ctenobrycon hauxwellianus
Curimatella dorsalis
Cynodon gibbus
Cynopotamus amazonus
Cynopotamus kincaidi
Cynopotamus venezuelae
Deuterodon iguape

Distichodus sp

HQ171337
HQ171332
HQ171431
HQ171279
FJ749010

FJ944726

HQ171290

HQ171241

HQ171271
HQ171359
HQ171366

HQ171385

Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Javonillo et al., 2010
Vera et al., 2009
Presente Estudio
Presente Estudio
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Presente Estudio
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011

Oliveiraetal., 2011
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LBP4038-22896
LBP4038-22897
MCP-28907
LBP4070-22975
STRI AM208 19868
QCAZ 2855
LBP2753-18519
AMNH233275
U34007

QCAZ 2913
LBP4507-24358
LBP4495-24494
RJ-DNA-17
LBP3737-21989

QCAZ 2834

Engraulisoma taeniatum
Engraulisoma taeniatum
Galeocharax knerii
Gasteropelecus sternicla
Gasteropelecus maculatus
Gasteropelecus spl
Gephyrocharax atracaudatus
Gephyrocharax sp
Gephyrocharax sp
Gephyrocharax sp
Glandulocauda melanogenys
Gnathocharax steindachneri
Gymnocorymbus ternetzi
Gymnocorymbus ternetzi

Gymnocorymbus thayeri

HQ171299
HQ171300
FJ749024

HQ171304

GQ368213

HQ171265
AY788014

GO01995

HQ171320
HQ171325
FJ749019

HQ171287

Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Javonillo et al., 2010
Oliveira et al., 2011
Abe et al., 2009
Presente Estudio

Oliveira et al., 2011

Calcagnotto et al., 2005

Orti y Meyer, 1997
Presente Estudio
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Javonillo et al., 2010
Oliveira et al., 2011

Presente Estudio



QCAZ 2569
LBP5967-28455
LBP6847-33168
AMNH233395
AMNH233396
LBP6292-29419
AMNH233397
LBP7604-36267
QCAZ 2604
LBP1725-12849
LBP1221-25846
LBP7527-35373
LBP4494-24485
LBP487224954

LBP5539-27219

Gymnocorymbus thayeri
Hasemania sp
Hemibrycon taeniurus
Hemigrammus bleheri
Hemigrammus erythrozonus
Hemigrammus marginatus
Hemigrammus rodwayi
Hemigrammus ulreyi
Hemigrammus unlineatus
Hemiodus immaculatus
Henochilus wheatlandii
Hepsetus odoe
Heterocharax macrolepis
Heterocheirodon yatai

Hoplias malabaricus

HQ171354
HQ171369
AY788017
AY788023
HQ171357
AY788034

HQ171394

HQ171246
HQ171335
HQ171387
HQ171323
HQ171330

HQ171346

Presente Estudio
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Calcagnotto et al., 2005
Calcagnotto et al., 2005
Oliveira et al., 2011
Calcagnotto et al., 2005
Oliveira et al., 2011
Presente Estudio
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011

Oliveiraetal., 2011
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LBP4495-24489
RJ-DNAG6

QCAZ 2634
AMNH233428
RJ-DNA-10
RJ-DNA-4
RJ-DNA16
LBP7613-36932
LBP1049-8939
UFRGS-11129-EC325B
LBP4266-23840
AMNH233400
LBP7067-34380
MCP-32548

QCAZ 2590

Hoplocharax goethei
Hyphessobrycon anisitsi
Hyphessobrycon copelandi
Hyphessobrycon eques
Hyphessobrycon erythrostigma
Hyphessobrycon herbertaxelrodi
Hyphessobrycon megalopterus
Hyphessobrycon megalopterus
Hyphessobrycon reticulatus
Hyphessobrycon uruguayensis
Iguanodectes geisleri
Inpaichthys kerri

Jupiaba anteroides

Jupiaba polylepis

Jupiaba sp

HQ171324

FJ749004

AY788022
FJ749015

FJ749013

FJ749018

HQ171397
HQ171436
HM562764
HQ171316
AY788039
HQ171381

FJ749027
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Oliveira et al., 2011
Javonillo et al., 2010
Presente Estudio
Calcagnotto et al., 2005
Javonillo et al., 2010
Javonillo et al., 2010
Javonillo et al., 2010
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Thomaz et al., 2010
Oliveira et al., 2011
Calcagnotto et al., 2005
Oliveira et al., 2011
Javonillo et al., 2010

Presente Estudio



QCAZ 2942
QCAZ 2868

QCAZ 2962
LBP756915818
RJ2009-MCP-40394
RJ2009-MCP-33083
AMNH233223
LBP5033-25982
LBP4459-24381
QCAZ 2710
LBP2340-15941
LBP3808-21936
LBP4137-23661
LBP8094-37519

LBP1225-38090

Knodus beta

Knodus breviceps

Knodus breviceps

Knodus meridae

Knodus sp a

Knodus sp t

Knodus sp
Kolpotocheirodon theloura
Leporinus fasciatus
Leporinus friderici
Leporinus lacustris
Leporinus paranensis
Leptagoniates steindachneri
Lignobrycon myersi

Lophiobrycon weitzmani

HQ171257
FJ749028
FJ749029
AY788041
HQ171336

HQ171321

EU181598
EU181635
HQ171311
HQ171402

HQ171411

Presente Estudio
Presente Estudio
Presente Estudio
Oliveira et al., 2011
Javonillo et al., 2010

Javonillo et al., 2010

Calcagnotto et al., 2005

Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Presente Estudio
Santos et al., 2007
Santos et al., 2007
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011

Oliveiraetal., 2011
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LBP603929061 Macropsobrycon uruguayanae ~ HQ171355 Oliveira et al., 2011

LBP3383-21274 Mimagoniates inequalis HQ171282 Oliveira et al., 2011
-~ Moenkhausia comma FJ944730 Vera et al., 2009
QCAZ 2893 Moenkhausia comma -- Presente Estudio
QCAZ 2580 Moenkhausia copei -- Presente Estudio
QCAZ 2951 Moenkhausia copei -- Presente Estudio
QCAZ 2858 Moenkhausia cotinho -- Presente Estudio
QCAZ 2901 Moenkhausia grandisquamis - Presente Estudio
QCAZ 2920 Moenkhausia grandisquamis - Presente Estudio
- Moenkhausia lepidura FJ944731 Vera et al., 2009
- Moenkhausia melogramma FJ944732 Vera et al., 2009
QCAZ 2849 Moenkhausia oligolepis -- Presente Estudio
QCAZ 2784 Moenkhausia oligolepis - Presente Estudio
- Moenkhausia sanctaefilomenae AY523588 Hubert et al., 2005

AMNH233419 Moenkhausia sanctaefilomenae AY788054 Calcagnotto et al., 2005



RJ-DNA-12
LBP6101-28443
QCAZ 2908

QCAZ 2769

QCAZ 2905

QCAZ 2845
LBP2184-15570
LBP6104-27476
RJ-DNA-22
LBP4052-22932
LBP8105-37555
LBP4472-24425
LBP9208-43156
QCAZ 2564

QCAZ 2781

Moenkhausia sanctaefilomenae

Moenkhausia xinguensis
Moenkhausia sp.1
Moenkhausia sp.2
Moenkhausia sp.2
Myleus duriventre
Myloplus rubripinnis
Nanocheirodon insignis
Nematobrycon palmeri
Odontostilbe fugitive
Orthospinus franciscensis
Paracheirodon axelrodi
Paragoniates alburnus
Paragoniates sp

Paragoniates sp

FJ749016

HQ171353

HQ171252
HQ171349
FJ749021

HQ171302
HQ171404
HQ171322

HQ171426

Javonillo et al., 2010
Oliveira et al., 2011
Presente Estudio
Presente Estudio
Presente Estudio
Presente Estudio
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Javonillo et al., 2010
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Presente Estudio

Presente Estudio
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LBP1135-5635
QCAZ 2733
LBP6105-35623
LBP558227299
QCAZ 2903
LBP8514-38382
LBP5109-26150
QCAZ 2644
LBP2598-17243
LBP3732-21986
LBP3230-19465
LBP-23663
QCAZ 2924
AMNH233305

QCAZ 2836

Parodon nasus

Parodon pongoensis
Phenagoniates macrolepis
Phenacogaster calverti
Phenacogaster pectinatus
Piabarchus analis
Piabucus melanostomus
Piabucus melanostomus
Planaltina britskii

Poptella paraguayensis
Prionobrama paraguayensis
Prionobrama filigera
Prionobrama filigera
Prochilodus nigricans

Prochilodus nigricans

HQ171429

HQ171391

HQ171347

HQ171412

HQ171338

HQ171262
HQ171286
HQ171272

JQ820086

AY788075

Oliveira et al., 2011
Presente Estudio

Oliveira etal., 2011
Oliveira et al., 2011
Presente Estudio

Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Presente Estudio

Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011

Oliveira et al., 2011

Tagliacollo et al., 2012

Presente Estudio

Calcagnotto et al., 2005

Presente Estudio
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LBP612729514
LBP2862-18570
QCAZ 2719

LBP7146-33170

LBP2755-18529

LBP8157-38066
LBP850-9025
LBP373122121
LBP897241813

QCAZ 2906

QCAZ 2770

Prochilodus reticulatus

Pseudocorynopoma heterandria

Pygocentrus nattereri
Rachoviscus crassiceps
Roeboides guatemalensis
Roeboides salvadoris
Roestes ogilviei

Salminus brasiliensis
Serrapinnus calliurus
Serrapinnus piaba

Serrapinus sp

Serrasalmus rhombeus
Serrasalmus rhombeus
Serrasalmus rhombeus

Steindachnerina guentheri

HQ171358

HQ171268

HQ171371
HQ171267
FJ439411

HQ171410
HQ171437
HQ171291

HQ171416

AF283939

AF283937

FJ944748

Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Presente Estudio
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Ornelas-Garcia et al., 2008
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Presente Estudio

Orti et al., 2007
Orti et al., 2007
Presente Estudio

Vera et al., 2009
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LBP5185-26336
QCAZ 2852

LBP4078-22994

LBP3758-22029

QCAZ 2618
QCAZ 2713
LBP8268-37556
RJ DNA-34
QCAZ 2649

QCAZ 2664

QCAZ 2699

QCAZ 2846

Steindachnerina insculpta
Steindachnerina sp
Stethaprion erythrops
Stethaprion erytrops
Tetragonopterus argenteus
Tetragonopterus argenteus
Tetragonopterus argenteus
Tetragonopterus argenteus
Tetragonopterus chalceus
Thoracocharax stellatus
Thoracocharax sp
Thoracocharax sp
Triportheus albus
Triportheus cf albus

Triportheus cf albus

HQ171339

HQ171305
FJ944734
HQ171289

FJ944735

HQ171405

FJ748992

Oliveira et al., 2011
Presente Estudio
Oliveira et al., 2011
Vera et al., 2009
Oliveira et al., 2011
Vera et al., 2009
Presente Estudio
Presente Estudio
Oliveira et al., 2011
Javonillo et al., 2010
Presente Estudio
Presente Estudio
Vera et al., 2009
Presente Estudio

Presente Estudio
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AMNH233403

QCAZ 2889

LBP39-3503
LBP2663-15580

LBP-39-3501

LBP5145-33166
LBP3074-19694

LBP9054-42218

Triportheus angulatus
Triportheus auritus
Triportheus magdalenae
Triportheus nematurus
Triportheus orinocensis
Triportheus pantanensis
Triportheus paranensis
Tyttocharax madeirae
Xenagoniates bondi

Xenurobrycon pteropus

AY788082

FJ944738
HQ171383
HQ171253
GQ368200
U33623
HQ171368
HQ171274

HQ171423
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Calcagnotto et al., 2005
Presente Estudio

Vera et al., 2009
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011
Abe et al., 2009

Orti y Meyer, 1997
Oliveira et al., 2011
Oliveira et al., 2011

Oliveira et al., 2011
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Tabla 4. Modelos de evolucion seleccionados para las particiones en los analisis filogenéticos con el programa JModelTest

(Posada, 2008).

Gen Particibn Modelos Gamma p-inv  Tasas de Sustitucion Frecuencias

AC AG AT CG CT GT A T G C

16S Loop GTR+1+ 0,837 0,029 24585 8,152 3,8602 0,715 19,3915 1 0,4717 0,1793 0,0989 0,258
G

Stem GTR+1+ 0,599 0,470 3,1071 8,4903 2,8635 0,3513 21,1706 1 0,3158 0,2059 0,208 0,2703
G
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Tabla 5. Distancias genéticas p no corregidas del gen 16S entre los peces hacha (Gasteropelecidae). Se muestra el promedio,
la desviacion estandar (z) y el rango para cada variable entre paréntesis de Gasteropelecus QCAZ 2855 (1), G. maculatus (2),

G. sternicla (3), Thoracocharax stellatus (4), T. QCAZ 2649—2664 (5).

1) (2) ©) (4) (5)
(1) -

(2)  0.06445672 -

3) 0.07304348  0.07050093 -
4) 0.04545455  0.06642066 0.06690141 -

(5)  0.095:0.000 0.098:0 0.090+0.001  0.088+0.000 -
(0.094-0.095) (0.092-0.092)  (0.089-0.091)  (0.088-0.088)
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Tabla 6. Distancias genéticas p no corregidas del gen 16S entre los peces del género Triportheus (Pechon). Se muestra el
promedio, la desviacion estandar (t) y el rango para cada variable entre paréntesis de T. orinocensis (1), T. paranensis (2), T.
pantanensis (3), T. nematurus (4), T. auritus QCAZ 2889 (5), T. albus (6), T. magdalenae (7), T. QCAZ 2699—2846 (8), T.

angulatus (9).

(1) (2) ®3) (4) ®) (6) (7) (8) (9)

1) -

) 0.0254 -

©) 0.0242 0.0156 -

4) 0.0341 0.0371 0.0391 -

(5) 0.0667 0.0763 0.0710 0.0521 -

(6) 0.0439 0.0436 0.0421 0.0396 0.0625 -

@) 0.0480 0.0653 0.0609 0.06041 0.0583 0.0542 -

(8) 0.021+0 0.0090 0.02020 0.027+0 0.064+0.000 0.0390 0.058 %0 -
(0.021-0.021)  (0.009-0.009) (0.020-0.020) (0.027-0.027) (0.063-0.064)  (0.039-0.039) (0.058-0.058)

9) 0.0592 0.0644 0.0541 0.0449 0.0551 0.0584 0.0582 0.0518+0.000 -

(0.051-0.051)
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Tabla 7. Distancias genéticas p no corregidas del gen 16S entre los tetras de Paragoniates alburnus y los especimenes de
Yasuni. Se muestra el promedio, la desviacion estandar (t) y el rango para cada variable entre paréntesis de P. alburnus (1) y P.

QCAZ 2564—2781 (2)

(1) (2)

(1)

(2)  0.058+0.000 0.003+0.000
(0.058-0.058)  (0.003-0.003)
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Tabla 8. Distancias genéticas p no corregidas del gen 16S entre los tetras Aphyocharax. Se muestra el promedio, la desviacion

estandar (1) y el rango para cada variable entre paréntesis de A. QCAZ 2870 (1), A. dentatus (2). A. QCAZ 2581 (3), A. rathbuni

(4), A. alburnus (5), A. nattereri (6), A. pussilus (7), A. anisitsi (8).

(1) (2) ©)) (4) ©)) (6) (7) (8)
(1) -
) 0.0368 -
3) 0.04948 0.03875 -
(4) 0.02524 0.02131 0.03682 -
(5) 0.04077 0.02906 0.03100 0.02713 -
(6) 0.07378 0.06976 0.08139 0.06007 0.06782 -
) 0.04607 0.02906 0.02721 0.02713  0.013560 0.07170 -
(8) 0.04077 0.02906 0.03682 0.02713 0.02519 0.06782 0.03100 -
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Tabla 9. Distancias genéticas p no corregidas del gen 16S entre las sardinitas Moenkhausia. Se muestra el promedio, la
desviacién estandar () y el rango para cada variable entre paréntesis de M. comma (1), M. comma QCAZ 2893 (2). M.
grandisquamis QCAZ 2901—2920 (3), M. lepidura (4), M. oligolepis QCAZ 2784—2849 (5), M. sanctaefilomenae (6), M. sp.2

QCAZ 2769—2905 (7), M. sp.1 QCAZ 2908 (8), M. cotinho (9).

(1) (2) 3) (4) (5) (6) (7) (8) 9)
(1)
(2) 0.0145 -
(3) 0.035+0.001  0.040+0.001 0.0010
0.035-0.037  0.039-0.041  0.001-0.001
(4) 0.0373 0.0414 0.053+0.001
0.051-0.054 -
(5) 0.114+0.005  0.108+0.005  0.112+0.005 0.115+0.001  0.024+0
0.110-0.118  0.104-0.112  0.106-0.117 0.114-0.116 0.024
(6) 0.109+0.001  0.111#0.002 0.117+0.001 0.111#0.001 0.062+0.003  0.001*0
0.108-0.111  0.109-0.147  0.115-0.118 0.110-0.113  0.058-0.067  0.001-0.001
(7) 0.0960 0.093+0.002  0.105+0.003  0.089+0  0.140+0.007 0.122+0.005 -
0.096-0.096  0.091-0.093  0.103-0.110 0.098-0.098  0.130-0.145 0.114-0.128
(8) 0.1043 0.1024 0.110£0.0005  0.1106 0.147+0.010 0.127+0.006 0.059+0.003 -
0.110-0.111 0.139-0.154  0.122-0.134 0.056-0.062
(9) 0.1062 0.0984 0.107+0.001 0.1104 0-107+0.009 0.092+0.002 0.109+0.003  0.1120

0.106-0.108

0.100-0.114

0.090-0.095

0.106-0.112
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Tabla 10. Distancias genéticas p no corregidas del gen 16S entre los tetras americanos Astyanacinus. Se muestra el promedio,

la desviacion estandar (z) y el rango para cada variable entre paréntesis de Astyanacinus sp. (1), A. moorii (2), A. multidens (3),

A. sp. QCAZ 2927 (4).

1) (2) (3) (4)
1) -
2) 0.00173611 -
(3) 0.04779412  0.04595588 -
(4) 0.02787456 0.03125 0.04788214 -
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Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN usando Tiocinato de Guanidina

LISIS CELULAR

1.

Calentar el Buffer de lisis a 55°C para que el SDS vuelva a estar en
solucion

Macerar lo mejor posible ~ 10 mg de tejido (musculo, higado o dedo) en un
portaobjeto con una Gillette estéril o bisturi, y transferirlo a un tubo de
1.5ml.

Afadir 400ul de Buffer de Lisis y 4ul de Proteinasa K (20mg/ul), al tejido y
dar un breve vértex .

Incubar la muestra a 55°C de 3-6 horas o hasta que el tejido este
completamente macerado, agitando las muestras cada 30-60 minutos. Si el
tejido no se ha macerado luego de las 6 horas, dejarlo durante la noche de
incubacion afadiendo previamente 2ul mas de Proteinas K.

Luego de la incubacién, homogenizar la muestra con un breve cértex.

Dejar enfriar las muestras a temperatura ambiente

PRECIPITACION DE PROTEINAS

1.

Afnadir 200ul de Solucion de Precipitacion de proteinas a la muestra de
tejido macerado , y dar vértex por 10-20 segundos.

Centrifugar a 13.000 rpm durante 13 minutos. Repetir si es que no se ha
formado un pelet firme.

Decantar o pipetear el sobrenadante a un tubo nuevo de 1.5ml (contiene
ADN), descartar el tubo con el pellet que contiene proteinas y demas

desechos.
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PRECIPITACION DE ADN

1.

Anadir 300ul de Isopropanol frio (-20°C) a la solucion con AND, mezclar
cuidadosamente el contenido invirtiendo el tubo varias veces.

Centrifugar a una velocidad de 13.000 rpm durante 8 minutos

Descartar el sobrenadante, teniendo cuidado de no perder el pellet de
ADN.

Afadir 300l de etanol al 70% e invertir varias veces el tubo para lavar el
pelet.

Centrifugar a 13.000 rpm durante 8 minutos.

Dejar evaporar el remanente de etanol a temperatura ambiente dejando el
tubo abierto (~20-30min). Si el pellet se deshidrata demasiado serd mas

dificil re-hidratarlo.

TRATAMIENTO CON NaOAc, REHIDRATACION, Y ALMACENAMIENTO

1.

Anadir de 100ul de 10mMTri-HCI, ph 8.0 al pellet y mezclar, debe
resuspenderse completamente (24 horas), guardar a 4°C.

Al siguiente dia afiadir 10ul de 3M NaOAc y 100ul de isopropanol frio,
invertir el tubo varias veces.

Centrifugar a 13000 rpm por 13 minutos y descartar el sobrenadante
Afadir 300ul de 70% etanol e invertir el tubo varias veces para lavar el
pelet.

Centrifugar a 13000rpm por 8 minutos y descartar el etanol.

Dejar evaporar el remanente de etanol a temperatura ambiente dejando el
tubo abierto (~20-30min). Si el pellet se deshidrata demasiado serd mas

dificil re-hidratarlo.
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7. Resuspender el pellet afiadiendo 50ul de 0.1 TE ph8.0.
8. Guardar este stock a -20°C. Alicuotas de mayor dilucion en dH,O se

pueden guardar a 4°C.
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Anexo 2. Protocolo de electroforesis en gel de agarosa y tincion de ADN

1.

2.

Pesar 1 gr de Agarosa (en polvo)

Colocar la agarosa en un Erlenmeyer y afiadir 100 ml de Buffer TBE 0.5X y
mezclar.

Calentar la solucién en el microondas por 1 minuto hasta que se disuelva
completamente.

Dejar enfriar la solucion por algunos minutos

Armar el recipiente de tincion y colocar la peinilla adecuada en uno de los
extremos.

Afnadir el gel en el recipiente desde un extreme, teniendo cuidado de no
formar burbujas. Dejar enfriar y solidificar el gel por 20 minutos, luego se
puede colocar en la refrigeradora a 42C por 10 minutos.

Una vez sdlido el gel retirar la peinilla cuidadosamente.

Recortar un trozo de Parafim y colocar 1.5 pl del Buffer de carga
(refrigerado a 42C) por cada muestra.

Mezclar cuidadosamente el tubo que contiene el AND y extraer 2.0 de AND
con una pipeta, afadir al tinte y mezclar con la misma pipeta. Recoger con

la pipeta la gota formada y colocar cuidadosamente en el pocillo del gel.

10.Repetir el paso anterior con el resto de muestras y en el pocillo posterior

colocar 2.5 ul de ADN ladder.

11. Colocar el recipiente con el gel (previamente quitar los cauchos) en la

camara de electroforesis que contiene Buffer TBE 0.5X y correr por 40

minutos a 90 V.
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12.Al terminar la corrida recortar la parte del gel que contiene las muestras
con la espatula y colocar en el recipiente que contiene Sybr Safe (10 pl) y
Buffer TBE 0.5X. El recipiente debe estar cubierto con papel aluminio y
dentro de una caja que impida el contacto con la luz y la desnaturalizacion
del Sybr Safe.

13.El resto del gel guardar en un Erlenmeyer y tapar con papel aluminio para
evitar la deshidratacion.

14.Colocar la caja en el Mezclador por 25 min a 15 rpm.

15.Finalmente observar y tomar la fotografia en el Capturador de Imagenes

16.Se puede reutilizar el gel hasta 5 veces.
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Anexo 3. Factor Bayes donde se muestran los valores de los modelos CON (con particiones) y SIN (sin particiones). Se muestra

Ln P (model / data), E.S. (error estandar). Los valores del factor bayesiano son >10 lo que indica un buen soporte y el valor mas

alto fue para la estrategia con particiones.

InP S.E. CON1 CON2 CONS3 CON4 SIN1 SIN2 SINS SIN4

CON1  -18858.046 +/-0.927 - 3.119 16.364 -2.851 247.623 114.421 123.029 115.72
CON2  -18861.164 +/-0.978 -3.119 - 13.246 -5.969 244504  111.303 119.91 112.602
CON3 -18874.41 +/-1.333  -16.364 -13.246 - -19.215 231.258 98.057 106.665 99.356
CON4  -18855.195 +/-0.79 2.851 5.969 19.215 - 250.473  117.272 125.88 118.571
SIN1 -19105.668  +/-3.972 -247.623 -244.504 -231.258 -250.473 - -133.201  -124.594 -131.902
SIN2 -18972.467  +/-0.661 -114.421 -111.303 -98.057 -117.272 133.201 - 8.608 1.299
SIN3 -18981.075  +/-0.763 -123.029 -119.91 -106.665 -125.88 124.594 -8.608 - -7.309
SIN4 -18973.766  +/-0.704 -115.72 -112.602 -99.356 -118.571 131.902 -1.299 7.309 -




