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RESUMO

O répido desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS)
e a reducdo dos custos do sequenciamento tem mudado o cenério da pesquisa bioldgica,
possibilitando 0 aumento do nimero de genomas estudados e a proposta de grandes projetos
visando o sequenciamento de muitos organismos, incluindo os ndo-modelos, o que pode gerar
dados importantes para a conservacao das especies. O Brasil desponta como futuro lider nessa
area visto que é o pais com maior biodiversidade do planeta. Uma das familias de peixes com
maior numero de espécies é a antiga Characidae e, dentro dela, se encontrava o género
Spintherobolus onde a espécie Spintherobolus papilliferus é sua espécie tipo, uma espécie rara,
basal, endémica de cabeceiras de rios de Mata Atlantica, proximos a cidade de S&o Paulo e esta
em perigo (EN) de acordo com os critérios de avaliacdo do Livro Vermelho da Fauna Brasileira
Ameacada de Extin¢do (ICMBIo, 2022) e pela Red List of Threatened Species (IUCN). Esse
género, e 0 género Amazonspinther (monotipico), formam uma nova familia Spintherobolidae
que é grupo irmdo de todas as demais. Além de ndo haver informacdo citogenética, nosso
conhecimento atual diz respeito basicamente aos estudos de taxonomia e sistematica do grupo,
e, consequentemente, com a posicdo basal dessa espécie, S. papilliferus se torna um
interessante modelo para estudos evolutivos, j& que uma abordagem cromossémica e gendmica
podem proporcionar um melhor entendimento para que possamos comecar a desvendar 0s
processos de evolugdo de grandes grupos de peixes. Assim, o presente projeto foi elaborado
considerando nosso engajamento no projeto global de sequenciamento de genomas de
vertebrados e visando a dificuldade em se obter preparacdes cromossdmicas, o presente estudo
tem como objetivo geral: construir um genoma de referéncia de alta qualidade para S.
papilliferus, utilizando plataformas modernas de sequenciamento de genoma e determinar
citogeneticamente suas caracteristicas cariotipicas. Para isso, foram coletados 20 individuos e,
através de analises citogenéticas, identificamos o numero diploide 2n=50 cromossomos,
bandas de heterocromatina constitutiva em regides pericentroméricas e intersticiais e uma
marcacao de regides organizadoras de nucléolos (RONSs), ja as marcacgdes de FISH para o gene
DNAr 18S e 5S evidenciaram 2 e 1 pares, respectivamente, sendo que as marcacgdes teloméricas
foram observadas na regido terminal de todos os cromossomos. Apds o processo de formagao
de contigs e polimento, o draft genoma final foi de 922,5Mb, ou 0,9Gb. As métricas de
qualidade Q30 se manteve maior que 90%, com N50 de 10.410. Todos resultados citogenéticos
encontrados sdo novidade na literatura, dessa forma, os resultados obtidos com a realizagédo
deste estudo permitirdo avancar nas caracterizacGes citogenéticas de S. papilliferus e a

montagem do draft genoma é um primeiro passo para a obtencéo de genoma de referéncia e o



primeiro genoma montado para uma espécie da antiga familia Characidae com uma posicao
filogenética importante, utilizando uma plataforma de sequenciamento de leitura curta,

realizada a partir de DNA genémico extraido de um Unico individuo.

Palavras — chaves: Ciéncias Bioldgicas, Peixes de agua doce, Citogenética animal,

Bioinformatica.



ABSTRACT

The rapid development of next-generation sequencing (NGS) technologies and the reduction
in sequencing costs have transformed the landscape of biological research, enabling an increase
in the number of genomes studied and the proposal of large-scale projects aimed at sequencing
numerous organisms, including non-model species. This can generate valuable data for species
conservation. Brazil stands out as a future leader in this field, given its status as the most
biodiverse country on the planet. One of the fish families with the highest number of species is
the former Characidae, within which lies the genus Spintherobolus, with Spintherobolus
papilliferus as its type species. This rare, basal species is endemic to headwaters of Atlantic
Forest rivers near Sdo Paulo and is classified as Endangered (EN) according to the criteria of
the Red Book of Brazilian Fauna Threatened with Extinction (ICMBio, 2022) and the IUCN
Red List of Threatened Species. This genus, along with the monotypic genus Amazonspinther,
forms the new family Spintherobolidae, which is the sister group to all other families. Beyond
the lack of cytogenetic information, our current knowledge is primarily limited to taxonomic
and systematic studies of the group. Consequently, given the basal position of this species, S.
papilliferus becomes an interesting model for evolutionary studies, as chromosomal and
genomic approaches can provide a better understanding of the evolutionary processes of large
fish groups. Thus, this project was developed considering our involvement in the global
vertebrate genome sequencing project and aiming to address the challenges in obtaining
chromosomal preparations. The general objective of this study is to construct a high-quality
reference genome for S. papilliferus using modern genome sequencing platforms and to
cytogenetically determine its karyotypic characteristics. For this purpose, 20 individuals were
collected, and through cytogenetic analyses, we identified a diploid number of 2n=50
chromosomes, constitutive heterochromatin bands in pericentromeric and interstitial regions,
and nucleolar organizer regions (NORs). FISH markers for the 18S and 5S rDNA genes
revealed 2 and 1 pairs, respectively, while telomeric markers were observed at the terminal
regions of all chromosomes. After the contig assembly and polishing process, the final draft
genome was 922.5 Mb, or 0.9 Gb. Quality metrics remained above 90% for Q30, with an N50
of 10,410. All cytogenetic results are novel in the literature, and the findings from this study
will advance the cytogenetic characterization of S. papilliferus. The assembly of the draft
genome represents a first step toward obtaining a reference genome and is the first genome

assembled for a species of the former Characidae family with an important phylogenetic



position, using a short-read sequencing platform performed on genomic DNA extracted from

a single individual.

Keywords: Biological Sciences, Freshwater fish, Animal cytogenetics, Bioinformatics.
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1. INTRODUCAO
1.1. Sequenciamento de genoma completo

O sequenciamento por leituras curtas ou short reads constitui a segunda geragéo das
estratégias de sequenciamento, sucedendo o método de Sanger e sendo amplamente conhecido
como "sequenciamento de préxima geracdo” (Next-Generation Sequencing, NGS), mesmo no
contexto atual da terceira geracdo de sequenciamento (Slatko, Gardner & Ausubel, 2018).

As novas tecnologias de sequenciamento reduziram significativamente os custos de
sequenciamento e ampliaram a geracdo de novos dados de sequéncia, resultando no
sequenciamento de um numero crescente de espécies ndo modelo. Esse avanco tem beneficiado
organismos para 0s quais havia pouca ou nenhuma informacdo genémica disponivel até
recentemente (Ekblom & Wolf, 2014). O NGS tem sido amplamente aplicado para a geracao
de montagens de novo em espécies que ndo possuiam um genoma de referéncia prévio,
permitindo avangos substanciais no conhecimento de sequéncias repetitivas em diversos
organismos, incluindo peixes (Utsunomiya et al., 2019; Silva et al., 2021).

O processo de sequenciamento de DNA envolve a fragmentacdo do material genético
em pequenos pedagos, aos quais sdo adicionadas sequéncias adaptadoras nas extremidades 5'
para facilitar a ligacdo a oligonucleotideos dos sequenciadores. Além disso, indices
moleculares ou "cddigos de barras” sdo inseridos para rastrear a origem de cada leitura,
permitindo sequenciamento multiplexado. As leituras geradas, com comprimentos que variam
de 76 a mais de 1 Kb, séo alinhadas e sobrepostas por algoritmos de montagem, formando
contigs. A cobertura genémica, ou seja, 0 numero de vezes que uma regiao € lida, aumenta a
precisdo da sequéncia. O uso de leituras pareadas (paired-end reads) torna a montagem mais
eficiente. Em plataformas como as da Illumina, fluoréforos emitem sinais luminosos apés a
incorporacdo de nucleotideos, permitindo a identificacdo precisa das sequéncias.

Entretanto, as leituras curtas apresentam limita¢6es na resolucéo de regides gendmicas
complexas, particularmente aquelas contendo sequéncias repetitivas longas, resultando em
montagens incompletas e fragmentadas (Sedlazeck et al., 2018). O uso de leituras mais extensas
possibilita maior sobreposicdo entre fragmentos, reduzindo a probabilidade de omissdo de
genes e sequéncias repetitivas (Ekblom et al., 2014). As plataformas modernas de
sequenciamento oferecem a capacidade de gerar leituras mais longas, embora ainda
significativamente menores que 0s cromossomos completos. Exemplos incluem as plataformas
PacBio (Rhoads & Au, 2015) e Oxford Nanopore (Jain et al., 2018), que sdo frequentemente

combinadas com a técnica Hi-C.
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O principal desafio no sequenciamento genémico reside na montagem das sequéncias
de modo a refletir a ordenacédo encontrada nos cromossomos. Para tanto, estdo disponiveis tanto
técnicas tradicionais de citogenética, como a preparacao direta de cromossomos (limitadas a
espécies de médio/grande porte), quanto abordagens indiretas, como o Hi-C, que permite inferir
a conformacéo tridimensional da cromatina e determinar o nidmero cromossémico. Essas
abordagens tém possibilitado avangos substanciais, culminando na montagem completa do
genoma humano (Nurk et al., 2022).

A aplicacdo de novas abordagens para a reconstrugcdo gendmica tem resultado em
diversas descobertas, especialmente em genomas de grande porte. Um genoma bem montado
é essencial para a identificacdo precisa de elementos estruturais e funcionais, contribuindo para
andlises mais acuradas das variagdes genéticas (Chakraborty et al., 2016). Por exemplo, estudos
colaborativos identificaram aproximadamente 20.000 variantes estruturais no genoma humano,
muitas das quais ndo haviam sido detectadas previamente com o uso exclusivo de leituras curtas
(Chaisson et al., 2015; Sedlazeck et al., 2018). Em um volume especial da revista Science
(edicdo 6648), foram apresentados genomas completos de mais de 230 espécies de primatas,
abordando aspectos como padrdes de especiacdo, impacto da hibridizagdo na diversificagéo,
adaptacdes ao frio na evolucdo da estrutura social e o uso de genomas para caracterizar
mutac0es raras associadas ao risco de doengas humanas (Vignieri, 2023).

O genoma pode ser montado de duas maneiras: de novo e ressequenciamento. O termo
sequenciamento "de novo" vem do latim e significa "desde o principio". Refere-se a métodos
utilizados para determinar a sequéncia de DNA quando ndo ha nenhuma sequéncia genémica
conhecida anteriormente e disponivel para uso como referéncia. Os genomas ressequenciados
utilizam um genoma ja existente de referéncia, sendo conjuntos altamente contiguos, precisos
e anotados com o conteddo de seus genes e regifes repetitivas, 0 que aprimora
significantemente os estudos gendmicos, tanto em termos experimentais quanto analiticos
(Brandies et al., 2019; Rhie et al., 2021).

Um genoma de referéncia € uma representacdo pontual da estrutura e organizacdo do
genoma de uma espécie. Da mesma forma que para 0s especimes tipo na taxonomia, 0S
genomas de referéncia estabelecem um padrao para estudos genémicos subsequentes (Ballouz
et al., 2019), além disso, permitem uma caracterizagdo gendmica com foco na conservacao da
diversidade taxondmica e funcional em ecossistemas (Gelsinger, 2020).

Avaliar a precisdo da montagem de novo é um desafio na bioinformatica. O valor N50
é usado para estimar o tamanho dos contigs, mas um N50 alto ndo garante uma montagem

precisa. Para verificar a qualidade, alinhamentos com sequéncias de referéncia, como BLAST,
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sdo utilizados para identificar erros e fragmentagfes. Os montadores de novo utilizam dois
principais algoritmos: OLC, ideal para genomas menores e leituras longas, e grafos de Bruijn,
mais eficiente para grandes volumes de leituras curtas. No método de Bruijn, as leituras séo
fragmentadas em k-mers e conectadas por sobreposicéo para formar contigs. A escolha do valor
de k é crucial, pois valores menores podem gerar erros, enquanto valores maiores dificultam a
montagem em regides repetitivas. Estratégias iterativas que combinam diferentes k tém sido
exploradas para melhorar a preciséo da montagem.

Grandes iniciativas foram estabelecidas, como por exemplo o Projeto Genoma 10K (G-
10K), com o proposito de fornecer uma grande base de genomas de alta qualidade para
vertebrados de referéncia. Essa base de dados serviria como fundamento para inimeras
pesquisas futuras. Uma das principais metas do G-10K é o sequenciamento de 10 mil espécies
de vertebrados (https://vertebrategenomesproject.org/). Contudo, diversos desafios precisam

ser superados para que essa meta seja alcangada, tanto no processo de montagem dos genomas
(Genome 10k Community of Scientists 2009; Koepfli et al., 2015), como na obtencdo do DNA
de espécies raras ou de dificil prospecgéo.

O objetivo final de qualquer projeto de gendmico atual € montar um genoma sem
intervalos e resolvido por hapldtipos, o que possibilitara aos pesquisadores investigarem a
variacao estrutural (SV) que, de outra forma, seria perdida com sequenciamento de leitura curta
(Phillippy 2017).

O acesso a um genoma montado para uma espécie de interesse pode contribuir para o
avanco do conhecimento em diversos aspectos biolégicos, tais como a ecologia (Ekblom e
Wolf, 2014), biologia evolutiva e especiacdo (Ellegren, 2014). E importante que haja
representacdo em todas as linhagens para viabilizar estudos comparativos da biologia
gendmica, 0s quais, por sua propria natureza, dependem do conhecimento das posi¢oes de suas
sequéncias ortologas (Ruiz-Herrera e Farré-Belmonte, 2021).

O primeiro peixe a ter seu genoma totalmente sequenciado foi um baiacu, Takifugu
rubripes, uma espécie de grande importancia para a pesca e aquicultura, e significativa como
modelo de vertebrado com o menor genoma conhecido (Aparicio et al., 2002). O uso de novas
tecnologias vem aperfeicoando esse genoma inicial, resultando hoje em uma versdo altamente
precisa do genoma completo da espécie
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=Takifugu+rubripes). Uma busca recente no
portal do Centro Nacional de Biotecnologia dos EUA Informacdo Genoma NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/), revelou informacdes disponiveis sobre o genoma de

1058 espécies de peixes, embora sem especificacdo do nivel de montagem de cada um desses


https://vertebrategenomesproject.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/
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genomas. Até 0 momento, o Unico genoma completo publicado para Characidae é o de
Astyanax mexicanus (Warren et al., 2021). Neste estudo, 0s autores descrevem o genoma da
espécie e conduzem uma comparacao entre peixes da superficie e populagdes de caverna,
sugerindo, por meio de anélises de mapeamento de loci quantitativos (QTL), a existéncia de

genes candidatos a perda ocular, como o dusp26.

1.2 Importancia do genoma a nivel cromossémico em Spintherobolus papilliferus

Characidae foi por muito tempo considerada a maior familia de peixes de agua doce
neotropicais, abrangendo mais de mil espécies, 0 que correspondia a mais da metade das
espécies viventes de Characiformes. Ao longo dos anos diversos estudos filogenéticos
(Oliveiraet al., 2011; Mirande, 2019; Betancur-R et al., 2019; Melo et al., 2021) sugeriam que
Characidae poderia ser subdividida em quatro linhagens principais: 1) Spintherobolinae
[Spintherobolus e o género monotipico Amazonspinther]; 2) o clado A ou Stevardiinae; 3) o
clado B, que inclui Aphyocharacinae, Characinae, Cheirodontinae, Exodontinae e
Tetragonopterinae; e 4) o clado C ou Stethaprioninae, composto pelos antigos Stethaprioninae,
Rhoadsiinae e inUmeros grupos sem nome. Existiam diversos aspectos interessantes a serem
investigados em Characidae, incluindo o fato de que, enquanto a subfamilia Spintherobolinae
apresentava apenas cinco espécies conhecidas, a subfamilia Stethaprioninae (clado C) possuia
mais de 650 (Eschmeyer e Fong, 2024).

A andlise filogenética mais recente de Melo et al. (2024), baseada em elementos
ultraconservados (UCEs), levou a uma reclassificacdo taxondmica. O clado até entdo
conhecido como Characidae deu origem a quatro familias: Spintherobolidae (Amazonspinther
+ Spintherobolus; = Spintherobolinae de Mirande, 2018); Stevardiidae (=clado A de Malabarba
& Weitzman, 2003; Stevardiinae de Mirande, 2010, Oliveira et al., 2011, Thomaz et al., 2015,
etc.); Acestrorhamphidae (=Stethaprioninae de Mirande, 2018); e Characidae, agora restrita as
subfamilias Aphyocharacinae, Cheirodontinae, Exodontinae, Tetragonopterinae e Characinae.
(Figura 1).

Dentre as familias destaca-se Spintherobolidae recuperada como grupo-irméo do clado
maior composto por Stevardiidae, Characidae e Acestrorhamphidae (Melo et al., 2024),
contrariando hipoOteses anteriores que sugeriam sua proximidade com Cheirodontinae
(Bihrnheim et al. 2008). A monofilia da familia é sustentada por 15 sinapomorfias, sendo a
auséncia do mesocoracoide uma das principais caracteristicas compartilhadas. A familia
representa o grupo menos diverso entre os caracideos com apenas cinco espécies, quatro delas

descritas em Spintherobolus.
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Este género inclui a espécie Spintherobolus papilliferus (Weitzman & Malabarba,
1999) (Figura 2), uma espécie endémica da Mata Atlantica, classificada como em perigo de
extingdo (EN) de acordo com os critérios de avaliacdo do Livro Vermelho da Fauna Brasileira
Ameacada de Extincdo (ICMBio, 2022) e pela Lista Vermelha de Espécies Ameacadas da
(TUCN). As principais ameagas incluem alteracGes no habitat, expansdo das areas urbanas e
poluicdo. Entre as espécies de Spintherobolus, S. papilliferus ocupa uma posicdo basal,
enquanto S. broccae forma um grupo-irmdo com S. ankoseion e S. leptoura. Estudos baseados
em loci UCE confirmam a monofilia do grupo e sugerem um histérico de vicariancia que pode
ter influenciado a distribuicdo geografica das espécies (Melo et al., 2024). Além do exposto
acima, S. papilliferus é a espécie tipo do género Spintherobolus e da familia Spintherobolidae.

Estudos citogenéticos em peixes revelavam uma grande diversidade de cario6tipos entre
espécies e populacdes, com numero diploide modal igual a 2n = 50-52 e nimero fundamental
variando de 56 a 132 (Arai, 2011), indicando uma ampla variacdo na estrutura do cariotipo,
apesar de os numeros de cromossomos diploides serem relativamente constantes. Ao
correlacionarmos informac@es sobre a estrutura cariotipica com os grupos monofiléticos na
antiga Characidae, observdvamos que uma caracteristica marcante na antiga subfamilia
Stethaprioninae (clado C) era a presenca, em todas as espécies analisadas, de um grande par
metacéntrico (par 1), como recentemente confirmado para Rhoadsiinae (Sanchez-Romero et
al., 2015) e 2n=50 cromossomos. Esse par cromossdmico caracteristico ndo é observado na
antiga subfamilia Stevardiinae (Guimardes et al., 1995) nem no Clado B (Souza et al., 1995),
e, além disso, as mesmas apresentam 2n=52 cromossomos. Para a antiga linhagem
Spintherobolinae ndo havia informacao citogenética disponivel.

Considerando a posi¢do basal da linhagem Spintherobolinae na filogenia da antiga
Characidae (Melo et al., 2021), Spintherobolus emerge como um modelo interessante para
estudos evolutivos, visto que uma abordagem cromossdémica e genémica pode proporcionar
um melhor entendimento dos processos em evolucgdo de grandes grupos de peixes.

Segundo Melo et al. (2024), algumas caracteristicas sdo identificadas como
sinapomorfias, ou seja, tragos derivados que sdo compartilhados por membros de um clado e
que podem ser usados como evidéncias para a definicao e diferenciacdo desses grupos:

1-Auséncia do 0sso mesocoracoide em Spintherobolidae;

2-Presenga de quatro dentes pré-maxilares e oito raios branqueados na nadadeira dorsal
em Stevardiidae;

3-O maior par cromossdmico metacéntrico como possivel sinapomorfia para

Acestrorhamphidae.
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Sanchez-Romero et al. (2015) hipotetizaram que o grande par de cromossomos
metacéntrico encontrado apenas na antiga Stethaprioninae, e agora Acestrorhamphidae,
poderia representar uma caracteristica unica e derivada (apomorfia) da subfamilia. Isso poderia
por um lado, reforcar sua monofilia e, por outro lado fornecer um ponto de partida interessante
para investigar as causas da ampla biodiversidade encontrada no grupo.

Com a separacao da Spintherobolinae em uma familia distinta, S. papilliferus antes
relacionado a questdes de diversidade genética e citogenética da familia Characidae, agora
precisa ser abordado dentro de Spintherobolidae, considerando suas relacfes filogenéticas e a
reinterpretacdo de seus aspectos evolutivos, como estrutura cromossdmica e genémica.
Portanto, a integracao de dados gendémicos para esse grupo passa a ser uma prioridade.

Assim, a estreita ligacdo entre DNA e a estrutura cromossomica destaca a importancia
de integrar dados citogenéticos e gendmicos para uma compreensdo mais abrangente. Essa
abordagem integrada ndo apenas fornece uma fonte mais completa de informacgdes, mas

também é fundamental para a compreensdo da evolucéo e adaptacdo molecular.
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Figura 1: Arvore filogenética baseada em elementos ultraconservados (UCEs), adaptada de
Melo et al. (2024), mostrando a reclassificacdo do grupo Characidae em quatro familias distintas, com

Spintherobolus na base da arvore. Observe a posicdo basal de Spintherobolidae.
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Figura 2: Exemplar de S. papilliferus, foto por Bruno Melo.

2. OBJETIVOS

O presente projeto propde-se a cariotipar e gerar o primeiro genoma de ampla cobertura
para Sphinterobolus papilliferus, com o objetivo de criar um banco de dados para futuros
estudos gendmicos na familia Characidae, contribuindo para posteriores comparagdes e
discussdes sobre a conservacdo do género Spintherobolus e de peixes da antiga familia

Characidae.

Obijetivos especificos:
(1) Caracterizar o cari6tipo de Sphinterobolus papilliferus;
(2) Obter a montagem do genoma dessa espécie;

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Foram feitas duas coletas com o uso de redes de pucas. Uma coleta em janeiro de 2024
e outra em julho de 2024, totalizando 20 exemplares da espécie S. papilliferus, de um afluente
do rio Juquid (Figura 3), rio Ribeira de Iguape, Juquitiba, S&8 Paulo (23°59°13.20”S
47°00°10.8”N). A inclusdo de S. papilliferus na lista das espécies a serem sequenciadas pelo
Projeto Genoma dos Vertebrados (VGP - Vertebrate Genomes Project) e sua presenca na lista
da IUCN como em estado de perigo, como j& mencionado, reforcam a importancia e a
relevancia da escolha desta espécie. Os espécimes foram coletados na natureza, mediante
licenga de coleta do IBAMA/SISBIO.
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Os espécimes foram separados de acordo com o sexo, mediante analise morfologica de

tecido gonadal. Amostras de tecidos incluindo cérebro, coracao, branquias, figado, gonadas e

mausculo, foram coletadas para utilizacdo em diferentes técnicas atuais e futuras a este projeto

(Tabela 1).

Os exemplares utilizados na amostragem foram devidamente identificados. Quatro

individuos foram fixados em formol 10% e, em seguida, conservados em alcool etilico 70%

para preservar a suas caracteristicas morfoldgicas. Os restantes dos exemplares foram

conservados em alcool 100% para preservar o DNA. Posteriormente, os espécimes foram

depositados na colecdo de peixes do Laboratorio de Biologia e Genética de Peixes do

Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, IB-UNESP, Botucatu, SP.

Tabela 1: Relacéo dos tecidos congelados e suas aplicagdes para as técnicas.

celular

Tecido Branquia Figado | Coracdo | Musculo Cérebro Goénada Rim
Destino | Seq. Short Seq. Seq. Seq. Short Seq. Short Preparac
reads Long Long | reads Hi-C Shorts read - do
Cultura read - read - Cultura | reads Hi-C | Transcri | cromosso
celular PacBio PacBio celular Cultura ptoma mica
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Figura 3: Adaptado de Mattox et al. (2023), trecho de afluente do rio Juquia, rio Ribeira de Iguape,
municipio de Juquitiba, Estado de Sdo Paulo, onde os espécimes de Spintherobolus papilliferus foram
coletados para este estudo. A. Vista geral mostrando as corredeiras ao fundo. B. Piscina de corredeiras
onde os espécimes foram capturados.

3.2. Métodos

3.2.1. Obtencéo dos tecidos para analise de dados gendémicos

Uma montagem de genoma completo ocorre pela combinacdo dos fragmentos do DNA
de shorts reads gerados pela plataforma de sequenciamento Illumina, que futuramente dara
suporte aos longs reads, gerados pelo sequenciamento PacBio, até atingir uma escala
cromossomica com o auxilio de Hi-C reads. Para isso, as amostras de tecidos foram obtidas de
exemplares recém coletados e congelados em nitrogénio liquido para a preservacdo maxima do
DNA. Os tecidos foram entdo armazenados em criotubos e mantidos em ultra freezer a -80°C,
conforme as orientagbes do Projeto Genoma dos  Vertebrados (VGP

https://vertebrategenomesproject.org/technology) até o momento da realizagdo das suas

respectivas técnicas, mencionadas anteriormente (Tabela 1).


https://vertebrategenomesproject.org/technology

22

3.2.2. Sequenciamento de novo lllumina e montagem do draft genoma pela
Illumina

Para uma montagem do genoma de referéncia ideal, séo utilizados as longs reads que,
usando softwares adequados, geram os contigs, que serdo ordenados e orientados em scaffolds
usando os Hi-C reads finalizando com as shorts reads, pela Illumina, para resultar em uma alta
qualidade da montagem sem erros e detectando variagdes como SNP e INDELS.

O DNA gendmico de um individuo de S. papilliferus foi extraido utilizando o Wizard
Genomic DNA Purification Kit (Promega), seguindo as instruc@es fornecidas pelo fabricante,
e sua concentracdo foi estimada utilizando um fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen™). A amostra
deve apresentar uma concentracdo minima de 100 ng/uL, com alta qualidade e peso molecular
para ser destinada ao sequenciamento.

O DNA extraido foi de um individuo depositado na colecdo do nosso laboratorio,
LPB20540, de uma populacéo do rio Itapanhaud, Bertioga, Sdo Paulo. A extracdo ocorreu antes
de realizarmos as coletas para este projeto pois surgiu uma oportunidade de sequenciamento, e
ainda ndo tinhamos as amostras coletadas. Essas sequéncias poderdo ser usadas para a
montagem do genoma, pois segundo Matto'x et al. (2023), ndo ha divergéncia genética entre
as duas populacbes. Também podemos usar para comparacdo com a amostra da populacao de
Juquitiba.

Para este sequenciamento utilizamos a plataforma NovaSeq. 600 System com leituras
paired-end 2x150bp, feita pela empresa Daicel Arbor Biosciences, localizadas nos Estados
Unidos, com cobertura de sequenciamento de aproximadamente 30X, considerando que o
genoma de S. papilliferus tem tamanho estimado em 1.87 Gb pelo portal Genomes on a Tree
(GoaT) (https://goat.genomehubs.org/).

3.2.3. Montagem do draft genoma ou genoma rascunho

As reads brutas passaram por uma etapa de filtragem de qualidade e correcdo no
tamanho, utilizando o software fastp (Chen, 2023) e as informacdes fornecidas pela plataforma
Illumina de adaptadores e tags, para a remocéo das mesmas (Tabela 2). A construcdo do draft
genoma foi feita com o software gatb-minia-pipeline, sendo um programa multi-k buscando
alta contiguidade, ele utiliza uma sequéncia de programas, sendo eles Minia 3
(https://github.com/GATB/gatb-minia-pipeline) para montagem. A sequéncia rascunho do
genoma foi submetida a um polimento com o software DeepVariant v1.5.0

(https://github.com/google/deepvariant), uma pipeline de analise que usa uma rede neural


https://goat.genomehubs.org/
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profunda para chamar variantes genéticas de dados de sequenciamento de DNA de préxima
geracdo. Ndo foi possivel realizar o processo de scaffolging para esse momento do projeto, por
se utilizar mais memoria RAM e tempo do que temos disponivel.

As estatisticas do genoma final serdo calculadas pelo QUAST v5.0.2 (Gurevich et al.,
2013) e uma anélise de integridade do conjunto de genes sera realizada através do software
BUSCO v5.2.2 (Siméo et al., 2015; Waterhouse et al., 2018) com o banco de dados fornecido
para genes ortélogos da base de dados para Actinopterygii (Actinopterygii_odb10).

Tabela 2: informagdes dos adaptadores

Adaptadores

i7:GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC*ATCTCGTATGCCGTC
TTCTGCTTG

iI5:AGATCGGAAGAGCGTCGTGTAGGGAAAGAGTGT*GTGTAGATTCCGGT
GGTCGCCGTATCATT

Sequéncias de tags

17-A_002:GCGCCGTG

i5-B_002:CGATGTTT

3.2.4. Obteng&o de cromossomos mitoticos

Aproveitamos a coleta dos tecidos dos espécimes para realizar uma preparacdo direta
de cromossomos metafasicos mitéticos utilizando a técnica proposta por Foresti et al. (1989)
com algumas adaptacdes. Comecamos retirando o tecido de interesse, realizando a digestédo
mecanica e acrescentando a colchicina de duas formas em diferentes tempos e concentracdes,
para a inibicdo da polimerizacao dos microttbulos. Posteriormente, realizamos a hipotonizacao
das células em suspensdo deixando agir por 20 minutos a 37°C. Apds, fizemos a fixacdo celular
pela mistura de metanol/acido acético (fixador) e, ao final, de 200 a 700ul de fixador foi
adicionado e transferido para um eppendorf e mantido em freezer a -20°C.

Testamos em Meio Hanks por 15 minutos com a concentracgao da colchicina a 0,005%,
0,0025% e 0,0017% e por injecédo a 40 minutos.

As laminas foram analisadas em fotomicroscopio dptico de fluorescéncia (Olympus

BX61) e as imagens foram capturadas utilizando o programa CellSens Dimension (Olympus).
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A composicdo final das imagens foi realizada utilizando o software editor de imagem Adobe
Photoshop CS6.

3.2.5. Coloragéo convencional com Giemsa

Aproximadamente 15 pL da suspensdo celular foi gotejada em uma lamina limpa
apoiada em vapor de agua e secada em estufa a 37°C. Entdo, os cromossomos foram corados
em solugdo de Giemsa a 5% em tampédo fosfato (pH=6,8) por 8 minutos. Os cromossomos
foram observados em fotomicroscopio Optico e, finalmente, os cromossomos foram arranjados
de acordo com os tipos metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e
acrocéntricos (a), seguindo a classificacao estabelecida por Levan et al. (1964), emparelhados
com seus provaveis homdlogos e organizados em ordem decrescente de tamanho, para a

disposicdo final do cariétipo.

3.2.6. Regibdes organizadoras de Nucléolo

Para identificar as regides organizadoras de nucléolo, foi utilizada a técnica de
impregnacdo de nitrato de prata descrita por Howell e Black (1980), com algumas
modificacdes. As laminas foram hidrolisadas em HCI 1N por 10 segundos e entdo lavadas em
agua destilada. Posteriormente, foram adicionadas trés gotas de uma solucdo coloidal
reveladora juntamente com seis gotas de uma solucdo de nitrato de prata 50%, entdo as laminas
foram cobertas com uma laminula e mantido em banho maria a 60°C aproximadamente por
dois minutos ou até adquirir uma coloragdo marrom/dourada. As laminas foram novamente

lavadas em agua destilada, secadas em estufa a 37°C e observadas em fotomicroscépio éptico.

3.2.7. Bandamento C

As regibes de heterocromatina constitutiva foram evidenciadas pela técnica descrita por
Sumner (1972) com modificacBes. As laminas foram emergidas em uma solu¢do de HCL 0,2N
em temperatura ambiente por 30 minutos. Entdo, as laminas foram colocadas numa solugéo de
BaOH a 60°C por 15 segundos, depois foram lavadas em um jato de agua corrente e
imediatamente imersas na solugdo de HCL 1N por duas vezes a 60°C por 5 segundos cada. As
Iaminas foram lavadas em agua corrente e colocadas em uma solucdo de 2xSSC a 60°C por 15
minutos. As laminas foram coradas com Giemsa e observadas em fotomicroscopio optico de

fluorescéncia (Olympus BX61).
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3.2.8. Hibridizacéo in situ fluorescente (FISH)

A técnica de FISH foi realizada com alta estringéncia procedida como descrito em
Pinkel et al. (1986), com algumas modificacBes estabelecidas pelo nosso laboratério. Duas
sondas foram utilizadas para os experimentos de Hibridag&o in situ fluorescente: DNAr 18S e
5S atraves de primers descritos por Utsunomia et al. (2016), usando DNA genémico da propria
espécie. As sondas foram produzidas e marcadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando biotina-16-dUTP (Roche Applied Science) para a sonda DNAr 18S e digoxigenina-
11-dUTP (Roche Applied Science) para a sonda DNAr 5S.

Os cromossomos metafasicos foram incubados em RNAse (100 pug/ml) por 1h a 37°C,
lavados em solucéo salina e, entdo, fixados em formaldeido 1%/PBS 1x/MgCI2 50mM por 10
minutos a temperatura ambiente. Apds, a desnaturacdo do DNA cromossdémico foi conduzida
em formamida 70% a 70°C por 5 minutos e desidratada em série alcodlica 70%, 85% e 100%
por 3 minutos. Ja a solucdo de hibridizacdo (10% sulfato dextrano, 50% formamida, 20xSSC,
e 3-4 uL da sonda) foi desnaturada a 98°C por 10 minutos. O processo de hibridizacdo foi
realizado overnight em cdmara Umida a 37°C.

Apos a hibridizagao, as 1aminas foram lavadas em formamida 15% por 20 minutos a
42°C e por 15 minutos em 0,1xSSC a 60°C. Posterior as lavagens, as laminas foram incubadas
em uma solucéo de blogueio (2,59 de leite em pd, 40mL 20xSSC e 10mL agua MilliQ) por 15
minutos em temperatura ambiente e, em seguida, a deteccdo do sinal das sondas foi feita
utilizando anticorpos (1uL de avidina-FITC e 0,5 de antidigoxi-rodamina acrescido de 100uL
da solucdo bloqueio por ldmina) coberto por laminula por uma hora incubadas em camara
umida a 37°C, entdo coradas com 20 pL de Vectashield® Mounting Medium com DAPI
(Vector) e visualizados e capturados em fotomicroscépio 6ptico de fluorescéncia (Olympus
BX61).

4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Coleta de tecido
Foi realizada uma coleta em janeiro de 2024 e outra em julho de 2024, totalizando 20
exemplares da espécie S. papilliferus. No entanto, foi possivel apenas obter tecidos de 8
individuos (Tabela 3), pois alguns morreram durante o tempo em que permaneceram no aquario
e outros foram utilizados com foco na citogenética com a injecdo da colchicina e retirada dos

rins.
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Tabela 3: Relagdo entre espécimes coletados e retirada de tecidos para realizagéo das técnicas

moleculares de sequenciamento, cultura celular e obtencéo de cromossomos metafasicos direta.

Voucher Sexo Tecido
amostra
106316 Macho | Todos tecidos coletados

106317 Fémea | Todos tecidos coletados

106318 Fémea | Auséncia de coracdo, figado e
gbnada
106319 Macho | Todos tecidos coletados

106320 Fémea | Auséncia de coracao

106321 Fémea | Todos tecidos coletados

106322 Fémea | Somente realizado a citogenética

106323 Fémea | Auséncia de coracao

106324 Fémea | Somente realizado a citogenética

106355 Fémea | Somente realizado a citogenética

106356 Fémea | Todos tecidos coletados

106357 Fémea | Todos tecidos coletados

4.2. Sequenciamento de novo e montagem do draft genoma

N&o foi possivel realizar os sequenciamentos para a obtencdo dos Hi-C reads e long
reads no Instituto Max Planck pelas amostras apresentarem baixo peso molecular na extracéo
do DNA gendmico. O que influenciou no resultado foi 0 meio de transporte sugerido pelo
responsavel do Instituto, sendo o respectivo tecido armazenado em RNAlatter para o
sequenciamento Hi-C e DMSO + 20% NaCl saturado para o sequenciamento do genoma
completo por PacBio© Sequel 11 System.

Os resultados brutos do sequenciamento Illumina NovaSeq e as métricas para S.
papilliferus sdo apresentados em detalhes na Tabela 4.

O Fastp foi utilizado para o controle de qualidade inicial e o pré-processamento dos
dados de sequenciamento. Apos a filtragem, o comprimento médio das leituras geralmente
diminui entre as espécies, indicando a remocdo de leituras de baixa qualidade ou sequéncias de
adaptadores. Apos a filtragem melhorou a qualidade conforme evidenciado pelo aumento na

porcentagem de bases Q20 e Q30.
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Tabela 4: Rendimento do sequenciamento e métricas brutas da biblioteca para a espécie

sequenciada utilizando a plataforma de sequenciamento de leitura curta lllumina NovaSeg.

Espécie S. papilliferus
0.20.0
fastp versao ]
(https://github.com/OpenGene/fastp)
Sequenciamento 2x150 bp
Tamanho total das
Geral reads antes de 150bp, 150bp
filtrar
Tamanho total das
reads depois de 149bp, 149bp
filtrar
Reads totais (M) 780 M
Bases totais (Gb) 117G
Antes de
_ Q20 bases 97,14%
filtrar
Q30 bases 92,68%
Contetdo GC 41,03%
Reads totais (M) 775,78 M
Bases totais (Gb) 11565 G
After
o Q20 bases 97,56%
filtering
Q30 bases 93,46%
Conteudo GC 41,25%

Ap6s o processo de formacdo de contigs e polimento, o draft genoma final foi de
922,5Mb, ou 0,9Gb. Métricas de qualidade e estatisticas de completude sdo mostradas na
Tabela 5. Somente foi observado uma pequena varia¢do no tamanho total do genoma entre a
primeira montagem e o Ultimo polimento, sendo de 922555381bp a 922556904bp,
respectivamente.

Valores do BUSCO nos indicam que o genoma ainda esta fragmentado, o que ja era
esperado, pois a natureza fragmentada das montagens dos genomas preliminares também pode
ser atribuida as limitagdes da tecnologia de sequenciamento de leitura curta da Illumina em

resolver regides genémicas repetitivas e de baixa complexidade (Guiglielmoni et al., 2024)
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Tabela 5: Métricas de qualidade pelo software QUATS e estatisticas de completude pelo

BUSCO.

Estatisticas de montagem S. papilliferus
Tamanho da montagem (bp) 922556904
Tamanho da montagem (Mb) 922,5
Numero de contigs 320.176
Valor N50 (bp) 10.410
Maior contigs 197.186
No. contigs >5.000 bp 48.548
No. contigs >10.000 bp 23.148
No. contigs >50.000 bp 784
Contetdo GC (%) 40,52
Complete BUSCOs (%) 2112
Copias completas e unicas BUSCOs (%) 2098
Completas e duplas BUSCOs (%) 14
Fragmentados BUSCOs (%) 711
Perdidas BUSCOs (%) 817

Estudos gendmicos e filogendmicos séo ferramentas essenciais para auxiliar em estudos
como reconstrugdo de arvores evolutivas e entender as relaces evolutivas entre diferentes
espécies (Felsenstein, J., 2004), selecdo natural e adaptacdo (Nielsen, R., et al., 2005),
gendmica comparativa, comparando genomas de diferentes espécies para identificar elementos
conservados e divergentes, 0 que pode fornecer insights sobre a evolucdo genémica (Ureta-
Vidal, 2023), evolucdo de genomas em espécies ameacadas, estudando a diversidade genética
e a historia evolutiva de espécies ameacadas, auxiliando em esforcos de conservacdo. Todas
essas alternativas sdo importantes para o contexto de S. papilliferus, visto que no recente artigo
publicado de Melo et al. (2024), a arvore evolutiva da antiga familia Characidae foi
reconstruida e Brandies (2019) diz que estudos comparativos envolvendo a conservacdo das
espécies sdo cada vez mais necessarios.

Um componente essencial para alcangar uma compreensdo completa da biologia e da
histdria evolutiva de uma espécie é possuir um genoma de referéncia de alta qualidade. No
entanto, o maior desafio continua sendo o isolamento de DNA de alto peso molecular em

organismos ao longo de todo o espectro da vida. (Lee et al., 2023).
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Uma compreensdo futura com a futura fase de sequenciamento de leituras longas ira
resolver essas problematicas a medida que mais dados genémicos completos estiverem

disponiveis a partir de estudos que se concentram em enriquecer as leituras.

4.3. ldentificacéo sexual e estagio de desenvolvimento dos espécimes
Dos exemplares coletados, foi possivel identificar 15 fémeas e 5 machos. A
determinacéo do sexo foi realizada por meio de anélise microscopica das gonadas. N&o existem

Cromossomos sexuais.

4.4. Analise cariotipica e citogenética

Foi realizada a preparacdo cromossémica em todos os espécimes, sendo que algumas
foram preparadas p6s mortem. Enquanto a maioria foi realizada ap6s a retirada e congelamento
dos tecidos (Tabela 1).

O namero dipléide (Figura 4 e 11B) é de 2n=50 cromossomos, com formula cariotipica
de 8m+10sm+5st+2a e numero fundamental de 94. Foi preciso vérios testes com colchicina
para obtermos um nimero satisfatorio de metafases. Para analises de blocos de heterocromatina
constitutiva (Figura 5), podemos observar a marcacao em 10 pares cromossdmicos, localizados
nas regides pericentromeéricas e intersticiais, mantendo esse padrdo em outras espécies
dispersas pela antiga Characidae, sugerindo um padréo de conservacao.

Além disso, para as regides organizadoras de nucléolos (Figura 6 - box) evidenciamos
a marcacdo em uma porcao terminal do par 24, um cromossomo acrocéntrico, diferente de H.
multifasciatus (Soares et al., 2021) (Acestrorhamphidae), Serrapinnus heterodon (Peres et al.,
2007) (Characidae) e Momagoniatus microlepis (Torres et al., 2008) (Stervadiidae), com
marcagBes em regides centroméricas para H. multifasciatus e terminais para as duas ultimas
espécies, sendo em cromossomos metacéntricos (par 5), submetacéntricos (par 9) e
metacéntricos (par 5), respectivamente.

Ja as marcacdes de FISH para o gene DNAr 18S (biotina — verde) e 5S (digoxigenina —
vermelho) evidenciaram 2 e 1 pares (Figura 7) nos pares 22 e 25, e no par 3, respectivamente,
sendo que as marcagOes teloméricas (Figura 8) foram observadas na regido terminal de todos
0S cromossomos, indicando que ndo houve um processo de fusdo. Comparando o gene DNAr
18S com H. multifasciatus (Soares et al., 2021), Acestrorhamphidae, percebemos que esta
evidenciado somente no par 4, sendo que para esta espécie, 0 DNAr 5S esté presente no grande
par metacéntrico, diferente de S. papilliferus que ndo possui nenhuma marcagdo no primeiro

par.
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Esse resultado citogenético demonstra relevancia pois, segundo o portal Genomes on a
Tree (GoaT), S. papilliferus tem como ancestral direto Odontostilbe stenodon, o qual possui 52
cromossomos, localizado na subfamilia Cheirodontinae, Characidae, antigo clado B.
Encontramos descrito na literatura o nimero modal para Odontostilbe pequira, o qual faz parte
do mesmo género, com 0 mesmo nimero modal (Troy, 2010) (Figura 9A). A mesma
comparacdo também é feita com cromossomos da Stervadiidae, como por exemplo em
Momagoniatus microlepis (Torres et al., 2008), a qual também possui 52 cromossomos (Figura
9B). E importante destacar que o tamanho do primeiro par comparado ao segundo nessas duas
familias ndo é relativamente diferentes para chamarmos o primeiro par de grande par
metacéntrico. Em comparacéo, espécies de Acestrorhamphidae, antiga Stethaprioninae, como
por exemplo em H. multifasciatus (Soares et al., 2021), possuem o grande par metacéntrico
quando avaliamos o primeiro com o segundo par (Figura 10A).

Definir o caridtipo de S. papilliferus foi uma tarefa ardua, pois 0 nono par causou
duvidas se seria metacéntrico ou submetacéntrico e, seguindo as métricas por Levan et al.
(1964), esse par se enquadrou no limite da medida sendo classificado como submetacéntrico,
tornando o primeiro par, o grande metacéntrico (Figura 10B), o que nos leva a discutir a
sinapomorfia de Acestrorhamphidae possuindo o maior par cromossémico metacéntrico e
como foi a evolugdo cromossdmica da antiga Characidae.

Ademais, essas informacdes endossam trabalhos anteriores como quando Mello et al.
(2022) discutem a separacéo da proximidade entre S. papilliferus e o seu antigo grupo irméo
Cheirodontidae e demonstram que, atualmente, é grupo irmao de Amazonspinther para a qual
ndo ha dados citogenéticos e (2) dados ainda mais recentes de Melo et al. (2024), como ja
comentado anteriormente, separam a antiga linhagem Spintherobolinae em uma nova familia

Spintherobolidae.
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Figura 5: Cromossomos metafasicos de S. papilliferus apos Bandamento C. Barra = 10 um.
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Figura 6: Cromossomos metafésicos de S. Papilliferus, 2n=50. A regido organizadora de nucléolo
esta presente na caixa, sendo as pontas de setas 0s cromossomos correspondentes na metafase. Barra =

10 pm.
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Figura 7: (a) Caridtipo de S. Papilliferus com marcagdes de genes DNAr 18S (verde) e 5S

(vermelho) e (b) cari6tipo da mesma metéfase para comparagao.
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Figura 8: Cari6tipo de S. Papilliferus com marcacgdes do gene telomérico.
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Figura 9: (A) Adaptado de Troy (2010) cari6tipo de O. pequira, (B) adaptado de Torres (2008)

cariétipo de M. microlepis. Observe que ambas as espécies possem 52 cromossomos com a auséncia do

primeiro grande par metacéntrico.
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Figura 10: (A) Adaptado de Soares et al., (2021) cariétipo de H. multifasciatus, (B) cariétipo

de S. papilliferus desenvolvido neste projeto. Observe ambas as espécies possuem 50 cromossomos

com a presenca do primeiro grande par metacéntrico.

5. CONCLUSOES

O presente estudo representou um avanco significativo no entendimento da genética e
de Spintherobolus papilliferus, uma espécie rara e ameacgada de extin¢do, endémica da Mata
Atlantica. Através de uma abordagem integrada que combinou técnicas modernas de
sequenciamento gendmico e analises citogenéticas, foi possivel gerar dados inéditos e de alto
valor cientifico sobre essa espécie.

A montagem do draft genoma de S. papilliferus é um primeiro passo para a obtencédo
de genoma de referéncia e o primeiro genoma montado para uma espécie da antiga familia
Characidae com uma posicdo filogenética importante, utilizando uma plataforma de
sequenciamento de leitura curta, realizada a partir de DNA genémico extraido de um Unico
individuo.

Esses resultados, inéditos na literatura, fornecem insights importantes sobre a estrutura
cromossémica de S. papilliferus e sua relagdo com outras espécies da antiga familia
Characidae. Além disso, a hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) permitiu a localizacdo de
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genes ribossomais (DNAr 18S e 5S) e a marcacdo de teldmeros, contribuindo para uma
compreensdo mais detalhada da organizacdo gendmica dessa espécie.

A construcdo de um genoma de referéncia de alta qualidade, ainda em andamento,
representa um marco importante para estudos futuros de genémica comparativa. Esse genoma
servird como base para investigacdes sobre a evolucdo de grandes grupos de peixes
neotropicais, especialmente dentro da familia Characidae, e permitird a identificacdo de
elementos genéticos conservados e divergentes. Além disso, a disponibilizacdo dos dados
gerados em bancos publicos, como o GenBank, e dos scripts de anélise em repositérios como
o GitHub, garantira o acesso irrestrito da comunidade cientifica a essas informacdes,
promovendo colaboracdes e avangos futuros na area.

Por fim, este estudo ndo apenas contribui para o conhecimento cientifico sobre S.
papilliferus, mas também reforca a importancia da integracdo de dados gendmicos e
citogenéticos para a conservacdo de espécies ameacadas. A divulgacdo dos resultados em
artigos cientificos, congressos e simp0sios permitira que a comunidade cientifica e a sociedade
em geral reconhecam a relevancia da biodiversidade local e dos esforgos para sua preservacgéo.
A continuidade dessa linha de pesquisa, com foco na gendmica comparativa e na evolugao
cromossOmica, abrira novas perspectivas para o entendimento da diversidade genética e dos

processos evolutivos que moldaram os peixes neotropicais.

6. DIFICULDADES ENCONTRADAS

A coleta de espécimes de S. papilliferus apresentou desafios logisticos significativos.
Foram necessarias duas expedicdes para localizar o ponto de coleta adequado, evidenciando a
complexidade do acesso ao habitat da espécie.

A obtencdo de cromossomos mit6ticos por meio da técnica direta revelou-se
particularmente desafiadora. Apesar da aplicacdo de estimulos para indugdo da mitose, o
numero de metafases obtidas foi limitado. Tal dificuldade pode ser atribuida ao porte
reduzido dos individuos, o que dificulta a extracdo do tecido renal necessario para a técnica,
além da auséncia de protocolos padronizados para essa especie especifica, especialmente no
que tange aos tempos de exposi¢do a colchicina e a solugéo hipoténica.

A tentativa de cultivo celular para posterior andlise citogenética ndo foi bem-sucedida
devido a instabilidades no equipamento, que comprometeram as condicdes ideais para 0
procedimento. Adicionalmente, compromissos académicos internacionais coincidiram com o

periodo de cultivo, limitando o tempo disponivel para ajustes e repeti¢cdes. Diante dessas
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circunstancias, priorizou-se a obtencdo de metafases por meio da técnica direta, visando

otimizar o tempo e 0s recursos disponiveis.
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