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Resumo

Os peixes da ordem Gymnotiformes formam um grupo monofilético, dentre outras
apomorfias, por compartilharem caracteristicas como a deteccdo e emissdo de campo
elétrico, corpo em forma de cutelo e presenca de nadadeira anal muito alongada. Inclui
atualmente cinco familias: Gymnotidae, Hypopomidae, Rhamphichthyidae, Sternopygidae
e Apteronotidae. As hipéteses atuais sobre as relacdes entre as familias de Gymnotiformes
sdo baseadas em caracteres morfoldgicos, osteoldgicos, moleculares e fisioldgicos. Varios
estudos tém revelado que os caracteres ultraestruturais dos espermatozdéides, bem como da
espermiogénese em teledsteos, apresentam importantes implicagdes filogenéticas. Foi
estudada a ultraestrutura da espermiogénese e dos espermatozdides, e 31 caracteres foram
extraidos e utilizados na andlise filogenética. Para tanto foram utilizados representantes das
familias Gymnotidae (Gymnotus cf. anguillaris), Hypopomidae (Brachyhypopomus cf.
pinnicaudatus), Rhamphichthyidae. (Rhamphichthys cf. hahni), Apteronotidae (Apteronotus
cf. albifrons) e Sternopygidae (Eigenmannia cf. virescens (1) e Eigenmannia cf. virescens
(2)). Os dados obtidos foram utilizados para obtencdo de uma matriz de caracteres,
utilizada na elaboracdo de hipéteses filogenéticas de relacionamento entre as espécies
estudadas. As andlises filogenéticas, conduzidas com este conjunto de dados, mostram
algumas semelhancas e incongruéncias com hipéteses ja propostas na literatura. E discutida
a importancia das caracteristicas da espermiogénese e do espermatozdide no estudo das

relacOes entre familias de Gymnotiformes.



Abstract

Fishes of the order Gymnotiformes compose a monophyletic group, among other
characteristics, by the production and detection of electric fields. They have a knife-like
appearance and an elongate anal fin. The order includes five families: Gymnotidae,
Hypopomidae, Rhamphichthyidae, Sternopygidae, and Apteronotidae. Recent hypothesis
about the relationships among the families of Gymnotiformes were established based on
morphological, molecular, and physiological data. Several studies have suggested that the
spermatozoa ultrastructure characters and spermiogenesis in the Teleostei have significant
phylogenetic implications. Spermiogenesis and spermatozoa ultrastructure were study, and
Thirty-one characters was extract and usage in the analysis phylogenetic. For this purpose,
representatives of each Gymnotiformes family were utilized: Gymnotidae (Gymnotus cf.
anguillaris), Hypopomidae (Brachyhypopomus cf. pinnicaudatus), Rhamphichthyidae
(Rhamphichthys cf. hahni), Apteronotidae (Apteronotus cf. albifrons) e Sternopygidae
(Eigenmannia cf. virescens (1) and Eigenmannia cf. virescens (2)). The data obtained were
employed in the construction of a character matrix, used in the elaboration of a
phylogenetic hypothesis of the relationships among the species. Phylogenetic analysis
conducted with these data, resulted in some similarities and some dissimilarities regarding
to the currently accepted hypothesis of relationship among Gymnotiformes. The importance
of spermiogenesis and spermatozoa characteristics in the study of relationship among

families of Gymnotiformes is discussed.



1. Introducao

A sistemadtica filogenética, estudo das relacdes evolutivas entre os organismos, € a
area da Biologia para a qual convergem todas as demais areas. Considerando que a histdria
evolutiva dos organismos estd associada as mudancas climdticas e geograficas ocorridas
durante a histéria do planeta, a elucidacdo das relacdes filogenéticas entre os organismos,
além de permitir o estudo da sua evolugdo, também € base para estudos biogeograficos e
ecologicos (Futuyma, 1992). O conhecimento acerca da diversidade bioldgica € o ponto de
partida para todos os estudos bdsicos ou aplicados relacionados as ciéncias da vida e o
reconhecimento de espécies, bem como a habilidade de nomea-las. Ainda, é fundamental
para o estudo da ecologia, comportamento, evolucdo e todas as outras disciplinas
relacionadas aos organismos (Savage, 1995).

A fauna de peixes neotropicais de dgua doce € bastante diversificada, sendo
conhecidas 71 familias, 4.475 espécies consideradas validas e outras cerca de 1.600 ainda
nao descritas (Reis et al., 2003). Schaefer (1998) estimou que podiam existir cerca de 8.000
espécies de peixes de dgua doce neotropicais o que corresponderia a 25% de todas as
espécies de peixes do mundo. Esse nimero € aceito por Vari e Malabarba (1998) que
acrescentam que toda essa diversidade de peixes de dgua doce neotropicais ocorre em
menos de 0,003 % da 4gua doce do planeta. Estudos sistemdticos de peixes neotropicais,
baseados em dados morfolédgicos, tém-se expandido consideravelmente nos ultimos anos
(ver referéncias em Malabarba et al., 1998), principalmente apds a incorporagdo de novas
técnicas de obtencdo e interpretacdo de dados, entre as quais esti o uso de andlise

filogenética, proposta por Hennig (1966) e implementada por diversos autores. Apesar dos



notaveis progressos, muito ainda resta a ser conhecido sobre a filogenia dos diversos grupos

de peixes, devido a imensa magnitude da biodiversidade neotropical.

1.1. Superordem Ostariophysi

A superordem Ostariophysi compreende cerca de trés quartos dos peixes de dgua
doce do mundo e € o grupo dominante na ictiofauna neotropical. Essa superordem esta
incluida na divisao Teleostei, subdivisao Euteleostei (Lauder & Liem, 1983). A superordem
¢ atualmente constituida pelas ordens: Gonorynchiformes, Cypriniformes, Siluriformes,
Characiformes e Gymnotiformes. As relacdes de parentesco entre as ordens que compdem
os Ostariophysi sdo ainda controversas. Regan (cf. 1911 a, b apud Dimmick & Larson,
1996) reconheceu os Siluroidei como grupo irmdo de todos os outros Otophysi e
Cypriniformes como grupo irmao do clado contendo os Characiformes e os Gymnotoidei.
Rosen & Greenwood (1970) dividiram a superorder Ostariophysi em duas unidades, com
base na presenca do aparelho de Weber, nos Otophysi (Cypriniformes, Siluriformes,
Characiformes e Gymnotiformes) e sua auséncia, nos Anotophysi (Gonorynchiformes). Os
Gonorynchiformes foram considerados grupo irmao dos Otophysi (Rosen & Greenwood,
1970). O aparelho de Weber consiste de um complexo formado por um conjunto de
ossiculos independentes (tripus, intercalarium, clastrum e scaphium) que permite a
conexdo da bexiga natatéria com o ouvido interno. Roberts (1973) revisou 22 caracteres
morfoldgicos dos Otophysi e ndo encontrou evidéncias de que os Cypriniformes e 0s
Characiformes estejam mais relacionados entre si do que com os Siluroidei, e considerou os

Characiformes como o grupo irmdo dos Gymnotoidei. Fink & Fink (1981) testaram a



hipétese de Roberts (1973) numa anélise cladistica utilizando 127 caracteres morfoldgicos,
que aceitou os Cypriniformes como grupo irm@o de todos os outros Otophysi e os
Siluroidei como grupo irmao dos Gymnotoidei. Neste mesmo trabalho os Otophysi foram
foram reordenandos em: Cypriniphysi, incluindo a ordem Cypriniformes (carpas, barbos);
Characiphysi, incluindo Characiformes (lambaris, piranhas, pacus), Gymnotiformes
(poraqués, tuviras, morenitas) e Siluriformes (peixes de couro, cascudos) (Fig. 1). Em
trabalho posterior Fink e Fink (1996) aloca Gymnotiformes e Siluriformes em Siluriphysi.
Dezesseis caracteristicas listadas no mesmo trabalho, parte delas referentes a anatomia
neural do sistema eletro-sensorial, sustentam o monofiletismo do clado formado por
Gymnotiformes e Siluriformes.

Numa andlise cladistica combinada de dados morfolégicos e moleculares,
Dimmick & Larson (1996) apontam os Gymnotoidei como mais relacionado com os
Siluroidei, e o clado formado por ambos, como grupo irmao dos Characiformes, suportando
a filogenia proposta por Fink & Fink (1981, 1996). No entanto quando os autores
separaram os dados e analisaram somente os dados moleculares os Gymnotiformes surgem
como grupo irmado dos Characiformes, e o clado formado por ambos como grupo irmado dos
Siluriformes. Orti (1997), também trabalhando com dados moleculares, encontrou os
Gymnotiformes mais relacionados com os Characiformes do que com Siluriformes,
corroborando o resultado obtido por Dimmick & Larson (1996) a partir do mesmo tipo de
dado. Recentemente Lavoué et al. (2005), com base em dados moleculares do genoma

mitocondrial completo, aceitam os Siluriformes e os Characiformes como grupos irmaos e,

as duas ordens juntas, como grupo irmao dos Gymnotiformes (Fig. 2).



1.2. Ordem Gymnotiformes

Os Gymnotiformes sdo um componente importante da ictiofauna de 4gua doce das
Américas Central e do Sul. Sao encontrados através do trépico imido em quase todos os
tipos de bidtipos presentes nos rios desde o sul do México até o norte da Argentina (Mago-
Leccia, 1994). Todos os Gymnotiformes vivos ou fdsseis estdo restritos as dguas doces
Neotropicais, sendo a bacia amazonica a drea de maior diversidade. Compreendem cerca de
135 espécies vélidas descritas, que se encontram distribuidas em 32 géneros e 5 familias.
Porém, acredita-se que o nimero atual de Gymnotiformes € provavelmente algo entre 200 a
300 espécies (Albert & Crampton, 2005). Estas espécies formam um clado monofilético,
caracterizado entre outras apomorfias, pela capacidade de produzir e detectar campos
elétricos de diferentes intensidades. Os Orgdos elétricos estdo presentes em todas as
espécies conhecidas e em diferentes graus de desenvolvimento. Além disso, estes peixes
sdo relativamente pouco varidveis em termos de morfologia externa, ttm o corpo muito
alongado, em forma de faca ou cutelo, ndo possuem cintura pélvica e nadadeiras pélvicas, e
nem as nadadeiras dorsais. A nadadeira anal, muito longa, medial e ondulante, €
responsavel pelo seu movimento na dgua. Tém o corpo coberto por escamas cicldides
delgadas, as quais podem estar ausentes na regido dorso anterior ou estar restritas somente a
cauda (Mago-Leccia,1994; Albert & Campos-da-Paz, 1998; Campos-da-Paz & Albert,
1998; Albert, 2001).

Apesar das relacdes evolutivas dos Gymnotiformes estarem sustentadas por
caracteres moleculares e morfoldgicos, as principais hipéteses de relagdes dentro da ordem

ainda se encontram em debate. Triques (1993) e Gayet et al. (1994), trabalhando com dados



morfolégicos, reconheceram a familia Apteronotidae como o gymnotiforme mais basal, por
considerarem a presenca da nadadeira caudal um cardter primitivo. Mago-Leccia (1994),
também com base em dados morfoldgicos, separa a ordem em duas subordens:
Sternopygoidei, constituida pelas familias Sternopygidae e Apteronotidae, e Gymnotoidei,
com as familias Rhamphichthyidae, Hypopomidae, Gymnotidae e Electrophoridae. Alves-
Gomes et al. (1995) apresentaram a primeira anélise de dados moleculares para a ordem,
utilizando dados de 19 tdxons de Gymnotiformes. A partir da andlise combinada de dados
moleculares e do sistema eletromotor, concluiram que a familia Sternopygidae nao forma
um grupo natural, sendo o género Sternopygus deslocado para a posicdo mais basal do
grupo, como grupo irmao de todos os outros Gymnotiformes. Neste mesmo trabalho a
familia Hypopomidae foi tida como nao monofilética, e a ordem sofreu uma reestruturagao,
sendo dividida em cinco clados naturais: familia Sternopygidae; familias Electrophoridae e
Gymnotidae; familias Hypopomidae e Rhamphichthyidae; um novo clado formado pelos
Sternopygidae remanescentes — familia Eigenmanniidae; e familia Apteronotidae. J4 para
Albert & Campos-da-Paz (1998), Albert (2001), Albert & Crampton (2005), os gé€neros
Gymnotus e Electrophorus formam um grupo natural (familia Gymnotidae), que
corresponde ao grupo irmdo dos demais Gymnotiformes, referidos como Sternopygoidei.
Rhamphichthyidae e Hypopomidae constituem a superfamilia Rhamphichthyoidea
enquanto Sternopygidae e Apteronotidae formam a superfamilia Sinusoidea (Fig. 3).
Parecendo ser Sternopygus astrabes o mais préximo do fendtipo ancestral da ordem, por
conter muitas condi¢des plesiomorficas, algumas como corpo moderadamente comprimido

lateralmente, e 18 a 20 vértebras na cavidade celdomica (Albert & Campos-da-Paz, 1998).



1.3. Espermiogénese e ultraestrutura dos espermatozdides

Além dos dados somaticos tradicionais e moleculares, um novo conjunto de
caracteres — a ultraestrutura dos espermatozdides - tem chamado a atencdo por sua
aplicabilidade potencial nas andlises filogenéticas (Baccetti et al., 1984; Jamieson 1991;
Mattei, 1991; Burns er al., 1998).

Tendo por base a estrutura, organizacgao celular e o tipo de fertilizacdo, os gametas
masculinos sdo classificados em basais ou modificados. Entende-se por primitivos os
espermatozdides dos animais com fertilizacdo externa liberados no meio aquético. Estes
apresentam, numa seqiiéncia antero-posterior: acrossoma; nucleo esférico; dois centriolos,
sendo que o distal se diferencia em corpusculo basal e d4 origem ao axonema; mitocondrias
arredondadas e pouco numerosas e flagelo contendo apenas o axonema cldssico do tipo 9 +
2 (Franzen, 1970). Os espermatozdides dos peixes tém sido considerados como do tipo
primitivo. No entanto, os estudos de Jamieson (1991) e Mattei (1991) apontam para o
equivoco desta classificagdo e mostram que a diversidade de formas apresentadas por estes
espermatozodides € imensa. Além disso, os espermatozdides tidos como primitivos estao
presentes em grupos de peixes “‘superiores”, enquanto grupos “inferiores” apresentam
espermatozodides estruturalmente considerados avancados. Ambos os autores mostram
também que entre os Pisces, os espermatozdides do tipo primitivo sdo encontrados apenas
entre os Neopterygii, grupo derivado dentro de Teleostei (Lauder & Liem, 1983), onde
constituem a forma dominante.

Segundo Jamieson (1991), os espermatozdides dos Neopterygii podem ter se

desenvolvido secundariamente a partir de formas mais complexas. Além disso, neste grupo



de peixes os espermatozoéides ndo possuem acrossoma. Esta auséncia vem acompanhada da
presenca da micrépila nos 6vulos destes animais (Jamieson, 1991). A micrépila € uma
abertura no envoltério do 6vulo que permite a passagem do espermatozdide no momento da
fertilizacao (Amanze & Yvengar, 1990).

Conforme Mattei (1970), nos espermatozdides dos peixes, o eixo flagelar pode
posicionar-se paralela ou perpendicularmente ao nucleo. Estas posi¢des resultam da
ocorréncia ou nao da rotacdo nuclear e caracterizam dois tipos de espermiogénese, tipo I
(Fig. 4) e II (Fig. 5), respectivamente.

Em espécies de uma mesma familia, a estrutura dos espermatozéides € pouco
variada (Baccetti et al., 1984; Jamieson, 1991; Mattei, 1991), tornando sua caracterizagao
bastante ttil na identificacdo de padrdes de relacionamento interfamiliar. Jamieson (1991)
resume o conhecimento a respeito da estrutura dos espermatozéides para os diversos grupos
de peixes, assinalando as modificacdes estruturais que ocorreram em cada linhagem.
Atualmente vdrios grupos sdo suportados com base na estrutura de seus espermatozoéides.
Por exemplo, o monofiletismo da superordem Elopomorpha € corroborada por cinco
sinapomorfias derivadas da estrutura dos espermatozoides (Jamieson, 1991).

A despeito dos estudos de Jamieson (1991) e Mattei (1988, 1991) fornecerem
dados da ultraestrutura dos espermatozdides de praticamente todos os grandes grupos de
peixes vivos, os espermatozdides dos Ostariophysi neotropicais de dgua doce, considerada
a sua diversidade e o grande numero de espécies existentes, ainda sdo pouco conhecidos.
Virios estudos t€m apresentado dados gerais sobre os espermatozéides dos Characiformes
(Matos et al., 1993, 1998, 2000; Magalhdes, 1998; Romagosa et al., 1999; Aires et al.,

2000; Zaiden, 2000; Andrade et al., 2001) e dos Siluriformes neotropicais (Santos et al.,



2001), sendo, no entanto, pouco aqueles que fornecem uma descricao mais detalhada destas
células seja para os Characiformes (Burns et al., 1998; Pecio & Rafinski, 1999; Quagio-
Grassiotto et al., 2001a; Gusmao-Pompiani, 2003; Quagio-Grassiotto et al., 2003;
Verissimo-Silveira, 2003) ou para os Siluriformes (Burns et al. 1998; Quagio-Grassiotto &
Carvalho, 2000; Quagio-Grassiotto et al., 2001b; Quagio-Grassiotto et al., 2005).

Quanto aos Gymnotiformes, até o momento o Unico espermatozdide que se
encontra documentado € o do Apteronotidae Apteronotus albifrons (=Sternarchus
albifrons) (Jamieson, 1991).

Considerando o exposto, tem-se que os estudos da espermiogénese e da
ultraestrutura dos espermatozdides podem ser bastante tteis no estudo das relagdes entre os
componentes da ordem Gymnotiformes, e também da relacio com as demais ordens de

Ostariophysi.
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OSTARIOPHYSI

Gaonorynchiformes  Cypriniformes  Characiformes Gymnotiformes  Siluriformes

ANOTOPHYSI OTOPHYSI

Figura 1: Cladograma das relagdes entre os grupos constituintes de Ostariophysi, segundo

Fink & Fink (1981, 1996).

11



100

96

g
| I
00—

100
Clupeocephala

100

Ostariophysi

100

100
100

100

—

100

100

100

100

100

__too /—
Neoteleostei

Osteoglossum bicirrhosum
Pantodon buchholzi
Hiodon alosoides

Elops hawaiensis f%

Megalops atlanticus

Notacanthus chemnitzi
Anguilla japonica
Conger myriaster

Gymnothorax kidako
Denticeps clupeoides e —=(

Engraulis japonicus

Sardinops melanostictus

Platytroctes apus
Alepocephalus tenebrosus ‘\%ﬁ(

Gonorynchus greyi

Chanos chanos

Phractolaemus ansorgii @
Cromeria nilotica @:{

Grasseichthys i
. Y. gabens:s S
Kneria sp

Parakneria cameronensis %@
N

Carassius auratus :‘&(
Cyprinus carpio :
psamo g e

Danio rerio

Sarcocheilichthys variegatus @?@

Cobitis striata e =]
efua echigonia @)

Crossostoma lacustre

Chalceus macrolepidotus
Phenacogrammus interruptus

. Q

Pseudob tok & =
seudobagrus fo l;ensrs ‘@’%"

Corydoras rabauti m_.(

Eigenmania virescens
Apteronotus albifrons G _—=—

Esox lucius

Dallia pectoralis 'fﬁ’

Paralichthys ollvaceus

—

@2 Characiformes

Osteoglossomorpha

Elopomorpha

Clupeiformes

Alepocephaloidei

Gonorynchiformes

Cypriniformes

Siluriformes

Euteleostei

I Gymnotiformes

OTOCEPHALA

Figura 2: Filogenia dos Teleostei, proposta por Lavoué et al., 2005. Detalhe mostrando as

relacOes entre Gymnotiformes, Characiformes e Siluriformes.

12



Electrophonis
ar A

1U1

Gymnotidae

—
Iracema
Gymnorhamphichthys

EZE Rhamphichthys
. —
7] Hypopygus
] Steatogenys
— Racenisia
_CE = Microstemarchus
Hypopomidae
—
=
3 Brachyhypopomus
—— —_—
e
= 5 Al g
— : Sternopygidae
—‘ =]
E "Eigenmannia”
A=
=
| Rhabdolichops
= OrhoSIEMAamThuS s
—= = st hamph
1 | = Platyurostemarchus F Po
5% Sternarchorhynchus

MM m#mrm

Megadontognathus

Apteronotus
sensu stricto

Apteronotidae

n. gen. A
Magosternarchus

Sternarchella

IL__JUIL

"Apteronotus”

Adontosternarchus

I ]
d

Figura 3: Cladograma mostrando as relagdes entre os géneros e familias de

Gymnotiformes, segundo Albert & Crampton (2005).
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Figura 4: Esquema ilustrando a espermiogénese do tipo I, exemplificada em Upeneus

prayensis (Mullidae), segundo Mattei (1970).
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Figura 5: Esquema ilustrando a espermiogénese do tipo II, exemplificada em

Parapristipoma octolineatum (Haemulidae), segundo Mattei (1970).
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2. Objetivos

Foram objetivos do presente estudo:

1. Descrever as caracteristicas ultraestruturais da espermiogénese e dos
espermatozdides de representantes das familias de Gymnotiformes, por microscopia
eletronica de transmissdo, procurando avaliar o grau de variabilidade das células
espermaticas dessas espécies em relacdo a diversidade do grupo.

2. Realizar estudos comparativos a partir da ultraestrutura da espermiogénese e dos
espermatozdides procurando elaborar hipdteses sobre as relagdes entre as familias de
Gymnotiformes e dessa ordem com as outras ordens, Characiformes e Siluriformes, as
quais estdo mais relacionadas com os Gymnotiformes.

3. Comparar as hipdteses obtidas a partir dos dados de ultraestrutura dos
espermatozoéides com outras hipdteses disponiveis na literatura, elaboradas com base em
dados morfolégicos e moleculares, verificando se ha ou nao congruéncia entre os diferentes

conjuntos de caracteres.
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3.1 — Capitulo I
Ultraestrutura da espermiogénese e dos espermatozdides de Gyrmnotus cf.
anguillaris (Gymnotidae) e Brachyhypopomus cf. pinnicaudatus (Hypopomidae)

(Teleostei, Gymnotiformes).
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Resumo

A ultraestrutura da espermiogénese e dos espermatozéides de representantes de
duas familias de Gymnotiformes, Gymnotus cf. anguillaris (familia Gymnotidae) e
Brachyhypopomus cf. pinnicaudatus (familia Hypopomidae), foram aqui estudadas. O
inicio da espermiogénese em Gymnotus cf. anguillaris e Brachyhypopomus cf.
pinnicaudatus € caracterizado pelo desenvolvimento lateral do flagelo e formagdo de fossa
nuclear. Algumas diferencas foram observadas na espermiogé€nese entre as espécies
estudadas neste capitulo, como a ocorréncia ou ndo da rotacdo nuclear, permanéncia do
canal citoplasmadtico, tipo e localizacdo da fossa nuclear. No espermatozéide de Gymnotus
cf. anguillaris o nicleo é esférico com cromatina compactada em filamentos justapostos. A
fossa nuclear € rasa e lateral, e estd associada ao complexo centriolar através de fibrilas
estabilizadoras. A peca intermedidria é curta, com vesiculas, canal citoplasmético e
mitocOndrias alongadas. No espermatozoide de Brachyhypopomus cf. pinnicaudatus o
nicleo, com cromatina compactada em filamentos justapostos, tem formato de semi-arco
alongado no sentido posterior e a fossa nuclear ¢ moderada e excéntrica, abrigando
totalmente o complexo centriolar. A peca intermedidria é média, com vesiculas,
mitocOndrias alongadas e auséncia de canal citoplasmatico. Em ambos, o flagelo € lateral
em relacdo ao nucleo e € constituido pelo axonema classico (9+2) e a membrana flagelar
nao possui “fins”. Muitas das caracteristicas observadas nos espermatozodides destes

gymnotiformes sdo visualizadas em algumas espécies de Characiformes.

Palavras chave: Ultraestrutura — espermiogénese — espermatozéide — Gymnotiformes —
Gymnotidae — Hypopomidae.
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Introducao

Os Gymnotiformes, superordem Ostariophysi, sdo um importante componente da
ictiofauna Neotropical de dgua doce das Américas do Sul e Central, e ocorrem desde o Sul
do México até a Argentina (Mago-Leccia, 1994). Atualmente sdo reconhecidas 135
espécies, distribuidas em 32 gé€neros em cinco familias (Albert & Crampton, 2005). Rosen
& Greenwood (1970) dividiram a superordem Ostariophysi em dois clados, com base na
auséncia, Anotophysi (Gonorynchiformes), ou presenca, Otophysi (Cypriniformes,
Siluriformes, Characiformes e Gymnotiformes), do aparelho de Weber. Roberts (1973), em
uma revisdo de 22 caracteres morfoldgicos dos Otophysi, mostrou que os Characiformes
eram o grupo irmdo dos Gymnotiformes. Fink & Fink (1981, 1996) testando a hipdtese
anterior sugeriram que os Gymnotiformes sejam grupo irmao de Siluriformes. Dimmick &
Larson (1996), numa andlise combinada de dados morfolégicos e moleculares,
corroboraram a hipdtese de que os Siluriformes sejam mais relacionados aos
Gymnotiformes do que com qualquer outro grupo de Otophysi. No entanto, quando
Dimmick & Larson (1996) analisaram somente os dados moleculares, os Gymnotiformes
apareceram como grupo irmdo dos Characiformes, e o clado formado por ambos como
grupo irmao dos Siluriformes. Resultado semelhante foi obtido por Orti (1997), analisando
seqliéncias parciais do gene que codifica a proteina ependimina. Mais recentemente,
Lavoué et al. (2005), com base em anélise de dados moleculares provenientes do genoma
mitocondrial completo, sugeriram que Siluriformes e Characiformes formam um grupo
irmao e esse clado seria por sua vez grupo irmao dos Gymnotiformes.

As relagdes entre os membros da ordem Gymnotiformes ainda sido bastante

discutidas. Assim, Triques (1993) e Gayet et al. (1994), trabalhando com dados
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morfolégicos, reconheceram Apteronotidae como o gymnotiforme mais basal, com base na
presenca de nadadeira caudal. Mago-Leccia (1994), também com base em dados
morfolégicos, separou a ordem em duas subordens: Sternopygoidei constituida pelas
familias  Sternopygidae e Apteronotidae; e Gymnotoidei com as familias
Rhamphichthyidae, Hypopomidae, Gymnotidae e Electrophoridae. Alves-Gomes et al.
(1995), a partir da andlise combinada de dados moleculares e do sistema eletromotor,
concluiram que a familia Sternopygidae nao formava um grupo natural e propuseram a
criacdo da familia Eigenmaniidae. No cladograma apresentado por esses autores a ordem
aparece dividida em cinco clados: Sternopygidae, Electrophoridae e Gymnotidae,
Hypopomidae e Rhamphichthyidae, Apteronotidae e um novo clado formado pela nova
familia Eigenmanniidae. Segundo Albert e Crampton (2005), os géneros Gymnotus e
Electrophorus formam um grupo natural (familia Gymnotidae), que corresponde ao grupo
irmao dos demais Gymnotiformes, referidos como Sternopygoidei. Rhamphichthyidae e
Hypopomidae constituem a superfamilia Rhamphichthyoidea, enquanto Sternopygidae e
Apteronotidae formam a superfamilia Sinusoidea.

Estudos ultraestruturais de espermatozdides de peixes tém mostrado que
caracteristicas da estrutura dos espermatozdides e o processo de espermiogénese podem ser
filogeneticamente analisados, disponibilizando importantes dados para a elucidacdo das
relacdes de parentesco em vérios grupos de peixes (Jamieson, 1991; Mattei, 1991). Embora
os estudos de Jamieson (1991) e Mattei (1991) apresentem dados da ultraestrutura dos
espermatozodides de praticamente todos os maiores grupos de peixes, 0s espermatozdides

dos Gymnotiformes sdo ainda praticamente desconhecidos, havendo somente a descri¢dao
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da ultraestrutura do espermatozéide de Apteronotus albifrons (=Sternarchus albifrons)
(Jamieson, 1991).

Os padrées comuns e as variagdes morfologicas dos espermatozdides das
diferentes espécies contém tracos filogenéticos e podem, portanto, ser tteis para a
elucidacdo das suas relagdes de parentesco. No presente estudo a ultraestrutura das células
germinativas masculinas de Gymnotus cf. anguillaris (Gymnotidae) e Brachyhypopomus cf.
pinnicaudatus (Hypopomidae) foram descritas, comparadas entre si e com o0s
espermatozdides de outros Ostariophysi. Consideracdes foram feitas com base nas

propostas atualmente disponiveis sobre a filogenia desta superordem.

Material e Métodos

Machos adultos de Gymnotus cf. anguillaris foram coletados no rio Tieté, distrito
de Rio Bonito, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil (S 22°37'55.7" W 48°10'30.2"), e
Brachyhypopomus cf. pinnicaudatus no rio Baia, Bataypora, Mato Grosso do Sul, Brasil (S
22°43'19.4" W 53°17'11.3"). Para remoc¢do das gonadas, os animais foram anestesiados por
uma solucdo alcodlica de benzocaina (0,1g/ml) dissolvida em cinco litros de dgua. Os
animais anestesiados foram dissecados por um corte na regido ventral para exposi¢io e
remog¢do dos testiculos. Os peixes foram fixados em solucdo aquosa de formol a 10%,
preservados em soluc@o aquosa de etanol 70%, identificados e depositados na colecio de
peixes do Laboratério de Biologia e Genética de Peixes (LBP), Departamento de
Morfologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil com os nimeros

LBP 2845 e LBP 2645, respectivamente.
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Os testiculos foram fragmentados e fixados em solu¢do de glutaraldeido 2% e
paraformaldeido 4% em tampao fosfato Sorensen 0,1M pH 7,3 por pelo menos 12 horas.
Para selecionar o material para microscopia eletronica de transmissdo, fragmentos dos
testiculos foram cortados e examinados em microscopia de luz utilizando a metodologia
convencional. Os fragmentos dos testiculos selecionados foram pés-fixados em tetréxido de
6smio 1% por 2 horas, no escuro, lavados em dgua destilada, contrastados em bloco com
solucdo aquosa de acetato de uranila a 0,5% e novamente lavados. Seguiu-se, entdo, a
desidratacdo em série crescente de concentragdo de acetona e a infiltragdo por um periodo
de 12 horas em solucdo 1:1 de mistura de acetona e Araldite. Apds a infiltracdo, os
fragmentos de testiculos foram pré-incluidos em Araldite, em frasco aberto, colocados em
estufa a 37° C por 1 hora, seguindo-se a inclusdo em Araldite, em estufa a 58-60° C por 48
horas. Os cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo Ultratome III do LKB,
equipado com navalha de diamante, coletados em telas de cobre e contrastados em acetato
de uranila a partir de uma solu¢do saturada preparada em etanol 50%, por 20 minutos, no
escuro. Apds lavagem por vdrias vezes em dlcool 50%, o material foi contrastado em citrato
de chumbo por 10 minutos, seguida de lavagem, por vdrias vezes, em agua destilada. Os
cortes assim preparados foram observados em microscopio eletronico de transmissdao
Phillips-EM 301 e fotografados em filme 35 mm da Kodak (Eastman 5302). As copias

fotograficas foram feitas em papel fotografico da Kodak (Kodabrome RC Print).
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Resultados

Espermiogénese em Gymnotus cf. anguillaris

Em Gymnotus cf. anguillaris, o nicleo da espermétide inicial € simetricamente
circundado pelo citoplasma, contém cromatina descompactada, difusa e distribuida de
forma homogénea (Figs. 1A e B). O complexo centriolar posiciona-se lateralmente ao
ndcleo, ancorado na membrana plasmdtica, e o centriolo proximal € anterior e
perpendicular em relacdo ao centriolo distal. Este dltimo diferencia-se em corpusculo basal
e da origem ao flagelo. O complexo centriolar move-se em direcao anterior, trazendo parte
da membrana plasmadtica e o segmento inicial do flagelo. Forma-se, assim, o canal
citoplasmatico, um espaco entre a membrana do flagelo e a membrana plasmética que
delimita o citoplasma (Figs. 1B - F). Ao mesmo tempo, o nicleo num movimento discreto
de rotacdo posiciona-se paralelamente ao segmento inicial do flagelo (Fig. 1D). No nucleo,
na regido voltada para o complexo centriolar forma-se uma reentrancia rasa € em arco
duplo, a fossa nuclear. A cromatina em condensacdo forma fibras finas que ocupam
progressivamente o nucleo, da periferia para o centro. O citoplasma, contendo as
mitocOndrias e demais organelas, desloca-se em direcdo ao segmento inicial do flagelo,
formando uma peca intermedidria pouco definida. Inimeras vesiculas surgem na faixa
citoplasmadtica periférica da peca intermedidria, junto a membrana plasmatica (Figs. 1D e
E). Na espermdtide final, o niicleo contém cromatina compactada em filamentos justapostos

(Fig. 1F).
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Espermatozéide de Gymnotus cf. anguillaris.

O espermatozéide de Gymnotus cf. anguillaris é constituido por uma cabeca e
peca intermedidria mal definida, e um tnico flagelo (Figs. 2A e B). Na cabeca, o nicleo
arredondado dispde-se paralelamente ao complexo centriolar e ao segmento inicial do
flagelo, e contém cromatina condensada em finos filamentos justapostos. O nucleo é
circundado por uma estreita faixa citoplasmatica na regido oposta ao complexo centriolar e
na regido anterior, onde nao hé organelas (Figs. 2A e B). Na regido do ntcleo voltada para
o complexo centriolar hd uma depressdo em duplo arco, a fossa nuclear. O complexo
centriolar, apesar de localizado junto ao nicleo, permanece fora da fossa nuclear (Fig. 2A).
Os centriolos conectam-se um ao outro por estruturas estabilizadoras, que também ligam
cada centriolo a cada um dos arcos da fossa nuclear (Fig. 2A). O centriolo proximal é
anterior e medial em relagdo ao centriolo distal. A peca intermedidria é curta e pouco
definida, concentra-se na regiao médio posterior do nicleo. Contém canal citoplasmaético,
mitocOndrias alongadas e inimeras vesiculas periféricas que se dispdem numa faixa
continua junto a membrana plasmética (Figs. 2D e E). Microtibulos irradiam a partir da
substancia amorfa presente em torno do complexo centriolar para toda a pe¢a intermedidria
(Figs. 2B e C). As mitocondrias sdao separadas do flagelo pelo canal citoplasmaético (Fig.

2F). O flagelo lateral e paralelo ao nticleo contém o axonema classico (9+2) (Fig. 2G).

Espermiogénese em Brachyhypopomus cf. pinnicaudatus.
Em B. pinnicaudatus, o nicleo da espermatide inicial é simetricamente circundado
pelo citoplasma, contém cromatina descompactada, difusa e distribuida de forma

homogénea. O complexo centriolar posiciona-se lateralmente ao nucleo, ancorado na
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membrana plasmadtica, e o centriolo proximal € anterior e perpendicular em relacdo ao
centriolo distal. Este dltimo diferencia-se em corpusculo basal e dd origem ao flagelo. O
complexo centriolar move-se em dire¢do anterior, trazendo parte da membrana plasmatica e
o segmento inicial do flagelo. Forma-se, assim, o canal citoplasmético, um espaco entre a
membrana do flagelo e a membrana plasmaética da célula (Figs. 3B e C).

A cromatina em condensacdo forma fibras finas que ocupam de forma progressiva
e uniforme todo o nucleo. O citoplasma contendo as mitocondrias e demais organelas
desloca-se em direcdo ao segmento inicial do flagelo, formando a peca intermedidria bem
definida.

A rotacdo nuclear completa-se e 0 complexo centriolar aloja-se no interior da fossa
nuclear. Neste momento o flagelo assume uma posi¢ao medial em relacdo ao nicleo (Fig.
3C). Um novo movimento do nucleo, lateral e em dire¢cdo posterior, acompanhando o
segmento anterior do flagelo, desloca a fossa nuclear e o complexo centriolar para uma
posicdo lateral e anterior na célula espermdtica (Figs. 3D e F). Simultaneamente a peca
intermedidria se alonga, e a membrana na regido do canal citoplasmatico, funde-se a
membrana flagelar. O processo resulta no fechamento do canal citoplasmatico. Na
espermadtide final, o nicleo contém cromatina condensada na forma de finos filamentos

justapostos (Fig. 3E).

Espermatozéide de Brachyhypopomus cf. pinnicaudatus.
O espermatozéide de B. pinnicaudatus € constituido por uma cabeca, peca
intermedidria bem definida, e um tunico flagelo (Figs. 4A - C). Na cabeca, o nucleo €

preenchido por cromatina condensada em finos filamentos justapostos e tem a forma de um
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semi-arco alongado no sentido posterior acompanhando o segmento inicial do flagelo (Figs.
4A - C). Na face do nicleo voltada para a peca intermedidria, hd uma depressao em posi¢ao
excéntrica, com vdrias pequenas reentrancias, a fossa nuclear (Figs. 4A - C). Os centriolos
estdo inseridos na fossa nuclear e conectados a esta por estruturas fibrilares estabilizadoras,
as quais também unem um centriolo ao outro (Figs. 4B - D). O centriolo proximal é anterior
e ligeiramente lateral em relacdo ao centriolo distal. O flagelo é excéntrico em relacdo ao
nicleo (Fig. 4B). A peca intermedidria € longa, estreita e assimétrica, contém varias
mitocOndrias longas e ramificadas e indmeras vesiculas (Figs. 4C, E e F). Na peca
intermedidria, feixes de microtibulos dispostos no sentido longitudinal situam-se nas
proximidades do axonema (Figs. 4B, E e F). O segmento anterior do flagelo, que emerge da
peca intermedidria, ¢ acompanhado por compartimento membranoso constituido por

inimeras vesiculas que envolvem o axonema (Fig. 4G). Em seu segmento posterior o

flagelo contém apenas o axonema cldssico (9+2) (Fig. 4H).

Discussao

Ha dois tipos de espermiogénese descritas para os Teleostei, classificados de
acordo com a ocorréncia (tipo I) ou ndo da rotacdo nuclear (tipo II), em relag¢do ao flagelo,
durante a espermiogénese (Mattei, 1970). No tipo I, a rotacdo faz com que o nucleo
posicione-se sobre o complexo centriolar e, como resultado, o eixo flagelar torna-se
perpendicular a base do nucleo. No tipo II, a rotacdo nuclear ndo ocorre e o flagelo
permanece lateral em relagdo ao nicleo. Em geral, nas espermatides iniciais, o complexo
centriolar, ancorado na membrana plasmadtica, posiciona-se lateralmente ao nucleo. Os dois

tipos de espermiogénese, sensu Mattei (1970), sd@o encontrados nos Gymnotiformes aqui
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analisados. Em Gymnotus cf. anguillaris a espermiogénese é do tipo II. Entre os
Ostariophysi, nos quais a espermiogénese encontra-se descrita, os Unicos registros
existentes de espermiogénese do tipo II referem-se aos Characiformes da familia
Acestrorhynchidae (Matos et al., 2000) e na subfamilia Glandulocaudinae, nas espécies de
inseminacdo (Burns & Weitzman, 2005). J& em Brachyhypopomus cf. pinnicaudatus a
espermiogénese € do tipo I, este tipo de espermiogénese € tido como o mais comum entre
os Teleostei (Mattei, 1970). No entanto, a espermiogénese em B. pinnicaudatus assume um
aspecto bastante peculiar, pois, apds a rotagdo, o nucleo das espermadtides sofre um
alongamento lateral e posterior. Curiosamente, entre os Ostariophysi, esta é uma
caracteristica da espermiogénese relatada entre os Characiformes pertencentes a familia
Characidae, especificamente nas espécies com inseminagdo da subfamilia
Glandulocaudinae (Burns et al., 1998; Pecio & Rafinski, 1999; Burns & Weitzman, 2005;
Pecio et al., 2005). Porém, o alongamento do nicleo nos Glandulocaudinae é muito mais
acentuado do que aquele que ocorre em B. pinnicaudatus. Outra particularidade da
espermiogénese em B. pinnicaudatus é o fechamento do canal citoplasmético. Mais uma
vez, registros de espermiogénese com fechamento de canal citoplasmético sdo encontrados
entre os Characiformes da familia Erythrinidae (Quagio-Grassiotto et al., 2000a) e no
género Triportheus da familia Characidae (Gusmao-Pompiani, 2003), mas ndo ocorre nos
Glandulocaudinae (Burns et al., 1998; Pecio & Rafinski, 1999; Burns & Weitzman, 2005;
Pecio et al., 2005). Ja entre os Siluriformes, o fechamento do canal citoplasmatico durante a
espermiogénese encontra-se relatado para a familia Diplomystidae, Diplomystes

mesembrinus (Quagio-Grassiotto et al., 2001b).
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Além dos dois tipos de espermiogénese, os representantes das familias de
Gymnotiformes analisados neste capitulo possuem espermatozodides que, a despeito de
terem em comum algumas caracteristicas, diferem em vdrias outras. Assim, estes
espermatozdides apresentam o mesmo padrdo de compactacdo da cromatina, a assimetria
da peca intermedidria, forma e quantidade de mitocondrias. Diferem quanto a forma e a
posicao do nudcleo em relacdo ao flagelo; forma e posi¢ao da fossa nuclear; comprimento da
peca intermedidria; presenga do canal citoplasmdtico, presenga de compartimento
membranoso no segmento inicial do flagelo.

O padrao de compactagdo da cromatina nos espermatozéides dos Teleostei
depende do tipo de proteina associada ao DNA (Saperas et al., 1993). Compactacdo em
finos filamentos justapostos, como o presente em Gymnotus cf. anguillaris ¢ em B.
pinnicaudatus, € encontrado na grande maioria dos Teleostei (Jamieson, 1991; Mattei,
1991) em vérios representantes dos Characiformes, como os pertencentes as familias
Erythrinidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001a), Curimatidae (Matos et al., 1998; Quagio-
Grassiotto et al., 2003) e Acestrorhynchidae (Matos et al., 2000). Ocorre também em vérias
espécies de Characidae com ou sem inseminacdo (Burns et al., 1998; Pecio & Rafinski,
1999; Gusmao-Pompiani, 2003; Burns & Weitzman, 2005; Pecio et al., 2005).

Dentre os Ostariophysi, espermatozéides que compartilham o maior nimero de
caracteristicas com os de Gymnotus cf. anguillaris sdo aqueles encontrados em
Acestrorhyncus falcatus, Acestrorhynchidae, Characiformes (Matos et al., 2000). Tanto em
Gymnotus cf. anguillaris como em Acestrorhyncus falcatus os espermatozdides sao do tipo
II (sensu Mattei, 1970). Outras caracteristicas comuns a essas duas espécies sdo o padrao de

compactacdo da cromatina em finos filamentos justapostos, a peca intermedidria pouco
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definida envolvendo e concentrando-se a partir da regido médio posterior do niucleo e a
presenca do canal citoplasmatico. Suas principais diferencas estdo na presenga da fossa
nuclear, no grau de desenvolvimento das estruturas estabilizadoras dos centriolos, na forma
das mitocOndrias e na maior quantidade e distribui¢do periférica das vesiculas na peca
intermedidria dos espermatozdides de Gymnotus cf. anguillaris em relacdo aos
espermatozdides de A. falcatus.

Ja o espermatozéide de B. pinnicaudatus, a despeito de compartilhar com os
espermatozdides de inseminagao dos Characidae da subfamilia Glandulocaudinae (Burns et
al., 1998; Pecio & Rafinski, 1999; Burns & Weitzman, 2005; Pecio et al., 2005) a forma do
nucleo, alongado em sentido posterior e a presenga de feixes de microtibulos na peca
intermedidria, em outros aspectos € mais similar ao encontrado no espermatozdide de
Triportheus paranensis, Characiformes (Gusmao-Pompiani, 2003). Entre as caracteristicas
comuns a B. pinnicaudatus e T. paranensis estdo a pec¢a intermedidria média e sem canal
citoplasmadtico e a forma e quantidade de mitocondrias. A auséncia de canal citoplasmético
na peca intermedidria, como resultado de fechamento durante a espermiogénese, estd
presente também nos espermatozdides dos Erythrinidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001a),
uma das familias mais basais entre os Characiformes Neotropicais (Calcagnotto et al.,
2005), além de ocorrer em Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001b) a familia mais
basal de Siluriformes (de Pinna, 1998).

As vdrias caracteristicas ultraestruturais compartilhadas pelos espermatozoéides dos
Gymnotiformes aqui analisados com aqueles de representantes de algumas familias e
subfamilias de Characiformes, sugerem que os Gymnotiformes estao mais relacionados aos

Characiformes do que aos Siluriformes.
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Legenda Figuras:

Figura 1: Espermiogénese em Gymnotus cf. anguillaris. Figs. A e B — Espermatides
iniciais, 13800x, 13600x, respectivamente; Fig. C — Peca intermedidria em espermaétide,
13600x; Fig. D — Espermadtide em corte longitudinal, 23000x; Fig. E — Espermatide em
corte transversal, 31500x; Fig. F — Espermétide final, 22100x.

Figura 2: Espermatozoide de Gymnotus cf. anguillaris. Figs. A e B — Espermatozdides em
cortes longitudinais, 22050x, 31500x, respectivamente; Fig. C e E — Cortes transversais,
42000x, 23500x, 17000x, respectivamente; Fig. F — Peca intermedidria, 13800x; Fig. G -
Corte transversal do flagelo, 63000x.

Figura 3: Espermiogénese em Brachyhypopomus cf. pinnicaudatus. Figs. A — Espermatide
inicial, 9750x; Fig. B a D — Espermatide em corte longitudinal, 13250x, 23000x, 25200x,
respectivamente; Fig. E — Peca intermedidria, 25200x; Fig. F — Espermatide final, 22100x.
Figura 4: Espermatozéide de Brachyhypopomus cf. pinnicaudatus. Figs. A a C -
Espermatozoéides em cortes longitudinais, 23000x, 23000x, 23000x, respectivamente; Fig.
D - Detalhe do complexo centriolar, 46000x; Fig. E — Corte transversal, 18900x; Fig. F —
Peca intermedidria, 42000x; Fig. G — Corte longitudinal do flagelo, 17000x; Fig. H —

Corte transversal do flagelo, 31500x.

Abreviaturas

A: axonema, C: centriolo, D: centriolo distal, F: flagelo, M: mitocondrias, N: niicleo, P:
centriolo proximal, V: vesiculas, seta dupla: fossa nuclear, seta branca: estruturas de
estabilizagdo do complexo centriolar, seta preta: canal citoplasmatico, asterisco: feixe

de microtubulos.
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 4
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3.2 — Capitulo II
Ultraestrutura da espermiogénese e dos espermatozoides de Rhamphichthyidae,

Sternopygidae, Apteronotidae (Teleostei, Gymnotiformes).
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Resumo

A espermiogénese em Rhamphichthys cf. hahni, Eigenmannia cf. virescens (1),
Eigenmannia cf. virescens (2) e Apteronotus cf. albifrons é caracterizada pelo
desenvolvimento lateral do flagelo, rotacdo nuclear, compactacdo da cromatina em
filamentos de diferentes espessuras, formagao de fossa nuclear e canal citoplasmatico. Nos
representantes das familias Rhamphichthyidae e Sternopygidae o canal citoplasmaético,
fecha-se parcialmente durante a espermiogénese. Nos espermatozdides, o nucleo € esférico
e a cromatina estd compactada em feixes filamentosos. A fossa nuclear € do tipo moderada
e localizada medialmente ao nicleo, abrigando totalmente o complexo centriolar. A peca
intermedidria é assimétrica, com mitocondrias alongadas e vesiculas, sendo as tltimas mais
numerosas em Rhamphichthys cf. hahni. O canal citoplasmatico estd presente somente na
regido da bainha, exceto no Apteronotidae em que estd presente em toda a extensao da peca
intermedidria. A bainha estd presente em todos os espermatozéides estudados, mas é
especialmente longa em Apteronotus cf. albifrons. O flagelo contém o axonema cldssico
(9+2), e a membrana flagelar apresenta “fins”, exceto no representante da familia
Apteronotidae. Ha muitas semelhancgas entre as espécies estudadas, e tais caracteristicas sdo

visualizadas em algumas espécies de Characiformes.

Palavras chaves: Ultraestrutura — espermiogénese — espermatoz6ide — Gymnotiformes —

Rhamphichthyidae — Sternopygidae — Apteronotidae.
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Introducao

Os Gymnotiformes, superordem Ostariophysi, sdo um importante componente da
ictiofauna Neotropical de dgua doce das Américas do Sul e Central, e ocorrem desde o sul
do México até a Argentina (Mago-Leccia, 1994). Atualmente sdo reconhecidas 135
espécies, distribuidas em 32 gé€neros em cinco familias (Albert & Crampton, 2005). Rosen
& Greenwood (1970) dividiram a superordem Ostariophysi em dois clados, com base na
auséncia, Anotophysi (Gonorynchiformes), ou presenga, Otophysi (Cypriniformes,
Siluriformes, Characiformes and Gymnotiformes), do aparelho de Weber. Roberts (1973),
em uma revisao de 22 caracteres morfolégicos dos Otophysi, mostrou que o0s
Characiformes era o grupo irmao dos Gymnotiformes. Fink & Fink (1981, 1996) testando a
hipétese anterior mostraram que os Gymnotiformes eram grupo irmao de Siluriformes.
Dimmick & Larson (1996) numa anélise combinada de dados morfolégicos e moleculares
corroboraram a hipdtese de que os Siluriformes eram mais relacionados aos
Gymnotiformes do que com qualquer outro grupo de Otophysi. No entanto, quando
Dimmick & Larson (1996) analisaram somente os dados moleculares, os Gymnotiformes
apareceram como grupo irm@o dos Characiformes, e o clado formado por ambos como
grupo irmao dos Siluriformes. Resultado semelhante foi obtido por Orti (1997), analisando
seqliéncias parciais do gene que codifica a proteina ependimina. Mais recentemente,
Lavoué et al. (2005), com base em anélise de dados moleculares provenientes do genoma
mitocondrial completo, sugeriram que Siluriformes e Characiformes formam um grupo
irmao e esse clado seria por sua vez grupo irmao dos Gymnotiformes.

As relagdes entre os membros da ordem Gymnotiformes ainda sdo bastante

discutidas. Assim, Triques (1993) e Gayet et al. (1994), trabalhando com dados
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morfolégicos, reconheceram Apteronotidae como o gymnotiforme mais basal, com base na
presenca de nadadeira caudal. Mago-Leccia (1994), também com base em dados
morfolégicos, separou a ordem em duas subordens: Sternopygoidei constituida pelas
familias  Sternopygidae e Apteronotidae; e Gymnotoidei com as familias
Rhamphichthyidae, Hypopomidae, Gymnotidae e Electrophoridae. Alves-Gomes et al.
(1995), a partir da andlise combinada de dados moleculares e do sistema eletromotor,
concluiram que a familia Sternopygidae nao formava um grupo natural e propuseram a
criacdo da familia Eigenmaniidae. No cladograma apresentado por esses autores a ordem
aparece dividida em cinco clados: Sternopygidae, Electrophoridae e Gymnotidae,
Hypopomidae e Rhamphichthyidae, Apteronotidae e um novo clado formado pela nova
familia Eigenmanniidae. Segundo Albert & Crampton (2005), os géneros Gymnotus e
Electrophorus formam um grupo natural (familia Gymnotidae), que corresponde ao grupo
irmao dos demais Gymnotiformes, referidos como Sternopygoidei. Rhamphichthyidae e
Hypopomidae constituem a superfamilia Rhamphichthyoidea, enquanto Sternopygidae e
Apteronotidae formam a superfamilia Sinusoidea.

Estudos ultraestruturais de espermatozdides de peixes tém mostrado que
caracteristicas da estrutura dos espermatozdides e o processo de espermiogénese podem ser
filogeneticamente analisados, disponibilizando importantes dados para a elucidacdo das
relacdes de parentesco em vérios grupos de peixes (Jamieson, 1991; Mattei, 1991). Embora
os estudos de Jamieson (1991) e Mattei (1991) apresentem dados da ultraestrutura dos
espermatozodides de praticamente todos os maiores grupos de peixes, 0s espermatozdides

dos Gymnotiformes sdo ainda praticamente desconhecidos, havendo somente a descri¢dao
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da ultraestrutura do espermatozéide de Apteronotus albifrons (=Sternarchus albifrons)
(Jamieson, 1991).

Os padrées comuns e as variagdes morfologicas dos espermatozdides das
diferentes espécies contem tracos filogenéticos e podem, portanto, ser Uteis para a resolu¢ao
das suas relacoes de parentesco. Assim a ultraestrutura das células germinativas
masculinas de Rhamphichthys cf. hahni (Rhamphichthyidae), Apteronotus cf. albifrons
(Apteronotidae), Eigenmannia cf. virescens (1) e Eigenmannia cf. virescens (2).
(Sternopygidae) foram descritas, comparadas entre si € com aquelas dos espermatozéides
de outros Ostariophysi. Consideracdes foram feitas com base nas propostas atualmente

disponiveis sobre a filogenia desta superordem.

Material e Métodos

Machos adultos de Rhamphichthys cf. hahni (LBP 3102) foram coletados no Rio
Baia, Bataypora, Mato Grosso do Sul, Brasil (S 22°43'19.4" W 53°17'11.3"), Eigenmannia
cf. virescens (2) (LBP 2460) e Apteronotus cf. albifrons (LBP 2440) no cérrego Fundo,
Barra do Garca, Mato Grosso — Brasil (S 15°52'40.4" W 52°18'15.5"), e Eigenmannia cf.
virescens (1) no Rio Alambari, (LBP 2849) Botucatu, Sdo Paulo, Brasil (S 22°45'48.2" W
48°15'41.8"). Para remocdo das gonadas os animais foram anestesiados por uma solucio
alcodlica de benzocaina (0,1g/ml) dissolvida em cinco litros de &gua. Os animais
anestesiados foram dissecados por um corte na regido ventral para exposicao e remog¢ao dos
testiculos. Os peixes foram fixados em solu¢@o aquosa de formol a 10%, preservados em

solucdo aquosa de etanol 70%, identificados e depositados na colecdo de peixes do
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Laboratério de Biologia e Genética de Peixes (LBP), Departamento de Morfologia,
Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

Os testiculos foram fragmentados e fixados em solu¢do de glutaraldeido 2% e
paraformaldeido 4% em tampao fosfato Sorensen 0,1M pH 7,3 por pelo menos 12 horas.
Para selecionar o material para a microscopia eletronica de transmissdo, fragmentos dos
testiculos foram cortados e examinados em microscopia de luz utilizando a metodologia
convencional. Os fragmentos dos testiculos selecionados foram pés-fixados em tetréxido de
6smio 1% por 2 horas, no escuro, lavados em dgua destilada, contrastados em bloco com
solucdo aquosa de acetato de uranila a 0,5% e novamente lavados. Seguiu-se, entdo, a
desidratacao em série crescente de concentragdo de acetona e a infiltragdo por um periodo
de 12 horas em solucdo 1:1 de mistura de acetona e Araldite. Apds a infiltracdo, os
fragmentos de testiculos foram pré-incluidos em Araldite, em frasco aberto, colocados em
estufa a 37° C por 1 hora, seguindo-se a inclusdo em Araldite, em estufa a 58-60° C por 48
horas. Os cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo Ultratome III do LKB,
equipado com navalha de diamante, coletados em telas de cobre, e contrastados em acetato
de uranila a partir de uma solu¢do saturada preparada em etanol 50%, por 20 minutos, no
escuro. Apds lavagem por vdrias vezes em dlcool 50%, o material sofreu nova contrastagao
em citrato de chumbo por 10 minutos, seguida de lavagem, por vérias vezes, em dgua
destilada. Os cortes assim preparados foram observados em microscopio eletronico de
transmissdo Phillips-EM 301 e fotografados em filme 35 mm da Kodak (Eastman 5302). As

coOpias fotogréficas foram feitas em papel fotogrifico da Kodak (Kodabrome RC Print).
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Resultados

Espermiogénese em Rhamphichthys cf. hahni, Eigenmannia cf. virescens (1),
Eigenmannia cf. virescens (2) e Apteronotus cf. albifrons.

Em todas as espécies estudadas neste capitulo, a espermiogénese apresenta o
mesmo padrdo. Nas espermadtides iniciais, o nucleo, simetricamente circundado pelo
citoplasma, contém cromatina descompactada, difusa e distribuida de forma homogénea
(Figs. 1A, 2A, 3A e 4A). O complexo centriolar posiciona-se lateralmente ao nicleo (Figs.
1A, 2A, 3A e 4A). No complexo centriolar, o centriolo proximal € anterior e perpendicular
em relacdo ao centriolo distal. Este dltimo diferencia-se em corptsculo basal e dd origem
ao flagelo. O complexo centriolar move-se em direcdo anterior, trazendo parte da
membrana plasmdtica e o segmento inicial do flagelo. Forma-se assim, o canal
citoplasmatico, um espaco entre o flagelo e a membrana plasmatica (Figs. 1B - D, 2B e C,
3B e C, 4A - F). Ao mesmo tempo, o nicleo sofre um movimento de rotagao, direcionado
para o segmento inicial do flagelo. No nudcleo em rotagdo, na regido voltada para o
complexo centriolar, surge uma reentrancia, a fossa nuclear (Figs. 1B - D; 2B e F; 3B, C, E
- H; 4C, E e G). A cromatina compacta-se gradualmente formando grumos filamentosos
(Figs. 1A - C, 2A - C, 4A - C). O citoplasma, contendo as mitocOndrias e demais organelas,
desloca-se em direcdo ao segmento inicial do flagelo, formando a peca intermedidria. Um
sistema de membranas, na forma de anéis concéntricos, organiza-se internamente a
membrana plasmatica que circunda o canal citoplasmatico (Figs. 1E, 3D e 4D). A
membrana plasmética, na extremidade final da peca intermedidria, projeta-se formando um

colarinho ou bainha ao redor do flagelo (Figs. 1G, 2E, 3F e G, 4J).
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Alguns acontecimentos da espermiogénese sdao visualizados somente nos
representantes de Rhamphichthyidae e Sternopygidae, tais como, fusdo da membrana do
canal citoplasmdtico com a flagelar ocasionando fechamento parcial do canal
citoplasmatico, o qual permanece apenas na regido da bainha (Figs. 1G, 2E e G, 3E a G), e

a projecao lateral da membrana do flagelo formando “fins” (Figs. 1K, 21 e 3J).

Espermatozoides de Rhamphichthys cf. hahni, Eigenmannia cf. virescens (1),
Eigenmannia cf. virescens (2) e Apteronotus cf. albifrons.

Os espermatozdides de todas as espécies, analisadas neste capitulo, sao
constituidos por uma cabeca, peca intermedidria e flagelo bem definidos. Na cabeca,
ligeiramente lateral e esférica, o nicleo arredondado contém cromatina compactada na
forma de feixes filamentosos. A fossa nuclear é medial, perpendicular ao nicleo e de
profundidade moderada. O complexo centriolar insere-se totalmente na fossa nuclear (Figs.
1D, 2F, 3H e 4G). A orientagdo dos centriolos um em relagdo ao outro, e suas estruturas de
estabilizacdo (material elétron denso e microfibrilas) mostram algumas diferencas
dependendo da espécie. O centriolo proximal € anterior e lateral em relacdo ao centriolo
distal, em R. cf. hahni, E. cf. virescens (2) e E. cf. virescens (1) (Figs. 1D, 2F e 3H). Nestas
espécies, estruturas de estabilizacdo unem o centriolo distal diretamente ao envoltério
nuclear no teto da fossa nuclear. O centriolo proximal também conecta-se ao envoltorio
nuclear na altura da fossa nuclear por estruturas de estabilizacdo (Figs. 1D, 2F e 3H). J4 em
A. cf. albifrons o centriolo proximal é anterior e medial em relacdo ao centriolo distal, e as
estruturas de estabilizacdo irradiam de ambos os centriolos e os ancoram no envoltdrio

nuclear na altura da fossa nuclear (Fig. 4G).
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Em todas as espécies analisadas, a peca intermedidria é assimétrica, e contém as
mitocOndrias e algumas poucas vesiculas (Figs. 2G e H; 3I; 4F). Diferindo das demais, em
R. ¢f. hahni as vesiculas sdo numerosas e concentram-se na por¢do final da peca
intermedidria (Fig. 1J). A membrana plasmadtica, na extremidade final da peca
intermedidria, projeta-se formando um colarinho ou bainha ao redor do flagelo, separada
deste pelo canal citoplasmatico. A bainha citoplasmatica mostra-se muito longa em A. cf.
albifrons (Fig. 4]). Em E. cf. virescens (1), E. cf. virescens (2) € R. cf. hahni, o canal
citoplasmatico, formado durante a espermiogénese, permanece aberto apenas na regiao da
bainha citoplasmatica (Figs. 1G, 2E e 3F). Ja em A. cf. albifrons o canal citoplasmaético
mantém-se aberto ao longo de toda a peca intermediaria (Figs. 4A — C, E e F). As
mitocOndrias, alongadas e ramificadas, concentram-se lateralmente, tornando a peca
intermedidria assimétrica (Figs. 11 e J; 2H; 31; 4H e I). Em R. ¢f. hahni, E. cf. virescens (1)
e (2) as mitocondrias nao estdo separadas da regido inicial do axonema pelo canal
citoplasmatico. J4 em A. cf. albifrons as mitocOndrias estdo separadas do flagelo pelo canal
citoplasmatico (Fig. 41).

O flagelo contém o axonema cldssico (9 + 2) e a membrana apresenta duas
projecdes alares, as “fins”. De tamanho médio em E. cf. virescens (2) (Fig. 21), bastante
longas em E. cf. virescens (1) e R. cf. hahni (Figs. 3] e 4K), e ausentes em A. cf. albifrons

(Fig. 4K).

Discussao
Mattei (1970) sugere que, em Teleostei, a espermiogénese pode resultar em dois

tipos basicos de espermatozoéides: tipo I e tipo II. Esta classificagdo € baseada na ocorréncia
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ou ndo da rota¢do nuclear durante a espermiogénese. O espermatozodide, um ‘“aquasperm”,
sem acrossoma, tem uma cabeca usualmente esférica, uma peca intermedidria de tamanho
variavel, com ou sem canal citoplasmatico, e um ou dois flagelos (Jamieson, 1991; Mattei,
1991). Quando a rotag¢do nuclear ocorre o flagelo localiza-se perpendicular e medialmente
ao nucleo e o espermatozéide € do tipo I. Se a rotagdo ndo ocorre, o flagelo permanece
lateral ao niucleo e o espermatozdide € do tipo II. A rotacdo nuclear, no entanto, pode ser
incompleta. Neste caso, o flagelo é excéntrico ao nicleo e o espermatozédide é do tipo
intermedidrio entre o tipo I e II (Mattei, 1970). Nas espécies aqui analisadas, como
observado para a maioria dos Ostariophysi (Jamieson, 1991; Mattei, 1991) a
espermiogénese e consequentemente o espermatozdide € do tipo 1. J4 o fechamento do
canal citoplasmatico, uma caracteristica da espermiogénese dos representantes das familias
Rhamphichthyidae e Sternopygidae, encontra-se relatado para Characiformes, nas familias
Erythrinidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001a) e Characidae (Gusmao-Pompiani, 2003).
Entre os Siluriformes, o fechamento do canal citoplasmético durante a espermiogénese foi
observada na familia Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001b).

As caracteristicas gerais dos espermatozoéides sdo muito similares entre as familias
Rhamphichthyidae, Sternopygidae e Apteronotidae, havendo apenas poucas diferencas,
particularmente no género Apteronotus, o qual possui maior grau de diferenciagdo em
relacdo as demais familias. As principais diferencas entre os espermatozdides dos
representantes destas familias estdo na posi¢cdo relativa dos centriolos, na permanéncia ou
nao do canal citoplasmdtico, no comprimento da bainha citoplasmdtica, na presenca ou
auséncia de “fins”. O padrdo de compactacdo da cromatina, encontrado nos representantes

das familias Rhamphichthyidae, Sternopygidae e Apteronotidae, guarda estreita semelhanca
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com aquele observado nos espermatozéides de alguns Characiformes, como na subfamilia
Serrasalminae (Matos et al., 1993; Cruz-Landim et al., 2003), familia Characidae, nos
géneros Salminus e Brycon (Romagosa et al., 1999; Aires et al., 2000; Zaiden, 2000;
Verissimo-Silveira et al., em preparagdo), familia Anostomidae (Amaral, 2003; Verissimo-
Silveira et al., em preparacdo) e, aparentemente nos Citharinidae (Mattei et al., 1995).

A posic¢ao relativa entre os centriolos como observada nos géneros Rhamphichthys
e Eigenmannia (centriolo proximal anterior e lateral em relacdo ao distal), e suas estruturas
de estabilizac@o s@o caracteristicas bastante particulares. Entre os Characidae, este tipo de
posicionamento, mas ndo as estruturas de estabilizacdo, tem ocorréncia registrada apenas
em Hyphessobrycon eques (Gusmao-Pompiani, 2003). Ja os centriolos dos espermatozoides
do género Apteronotus (centriolo proximal anterior e medial em relacdo ao distal)
posicionam-se de forma semelhante a maioria dos espermatozdides dos Ostariophysi
(Jamieson, 1991; Mattei, 1991).

As caracteristicas da peca intermedidria dos espermatozdides dos Gymnotiformes
estudados neste capitulo, tais como forma e quantidade de mitocOndrias, presenca de
vesiculas e ocorréncia de bainha citoplasmatica, sdo bastante semelhantes as dos
Characidae, dos géneros Piaractus (Cruz-Landim et al., 2003; Verissimo-Silveira et al., em
preparacdo), Salminus e Brycon (Romagosa et al., 1999; Aires et al., 2000; Zaiden, 2000;
Verissimo-Silveira et al., em preparacdo). Diferem entre si e dos Characidae supra-citados
pelo fato de que nos espermatozdides dos representantes das familias Rhamphichthyidae e
Sternopygidae, o canal citoplasmdtico mantém-se apenas na regido da bainha
citoplasmatica. Além disso, nos Gymnotiformes, as mitocOndrias concentram-se

lateralmente tornando a peca intermedidria totalmente assimétrica. Sdo ainda
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particularidades dos espermatozdides dos Gymnotiformes, a longa bainha citoplasmatica
presente em Apteronotidae, e a grande quantidade de vesiculas concentradas na
extremidade final da peca intermedidria em Rhamphichthyidae.

Nos Gymnotiformes aqui analisados, a membrana flagelar apresenta “fins” mais
ou menos longas nos representantes das familias Rhamphichthyidae e Sternopygidae, mas
ndo ocorre no representante dos Apteronotidae. Entre os Characiformes as proje¢des da
membrana flagelar estdao presentes nos Anostomidae (Amaral, 2003; Verissimo-Silveira et
al., em preparacao) e Serrasalminae (Matos et al., 1993; Cruz-Landim et al., 2003;
Gusmao-Pompiani er al.,em preparacdo), mas nao ocorrem nos Characidae dos géneros
Salminus e Brycon (Romagosa et al., 1999; Aires et al., 2000; Zaiden, 2000; Verissimo-
Silveira et al., em preparacdo) e nem nos Citharinidae (Mattei et al., 1995).

A familia Apteronotidae € o clado irmdo da familia Sternopygidae, formando a
superfamilia Sinusoidea. J4 a familia Rhamphichthyidae estd mais relacionada com a
Hypopomidae, formando o clado denominado de superfamilia Rhamphichthyoidea, e este
por sua vez, € grupo irmao da superfamilia Sinusoidea. Nas andlises cladisticas, com base
em dados moleculares, os Gymnotiformes surgem como mais relacionados com o os
Characiformes do que com os Siluriformes (Dimmick & Larson, 1996; Orti, 1997).

As vdrias caracteristicas ultraestruturais compartilhadas pelos espermatozoéides dos
representantes dos Gymnotiformes aqui analisados e por representantes de algumas familias
e subfamilias de Characiformes cujos espermatozéides sd@o conhecidos, sugerem que os

Gymnotiformes sejam mais relacionados aos Characiformes do que com os Siluriformes.
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Legenda Figuras:

Figura 1: Espermiogénese e espermatozéide de Rhamphichthys cf. hahni. Fig. A -
Espermatide inicial, 13800x; Figs. B a D — Espermatides em cortes longitudinais, 17000x,
21000x, 25200x, respectivamente; Fig. E — Peca intermedidria da espermatide, 13800x;
Fig. F - Corte transversal do flagelo da espermdtide, 29400x; Figs. G e H -
Espermatozéides, 25900x, 25200x, respectivamente; Fig. I e J — Peca intermedidria,

40200x, 27200x, respectivamente; Fig. K — Corte transversal do flagelo, 31500x.

Figura 2: Espermiogénese e espermatozdide de Eigenmannia cf. virescens (2). Fig. A —
Espermatide inicial, 13250x; Figs. B e C — Espermétides em cortes longitudinais, 17000x,
27200x, respectivamente; Fig. D — Corte transversal do flagelo da espermatide, 23000x;
Fig. E a G — Espermatozéides, 17000x, 57500x, 16100x, respectivamente; Fig. H — Peca

intermedidria, 34500x; Fig. I — Corte transversal do flagelo, 31500x.

Figura 3: Espermiogénese e espermatozdide de Eigenmannia cf. virescens (1). Fig. A —
Espermatide inicial, 10600x; Figs. B e C — Espermatides em cortes longitudinais, 12200x,
11500x, respectivamente; Fig. D — Peca intermedidria da espermatide, 8500x; Fig. E —
Espermadtide final, 16100x; Figs. F a H — Espermatozéides, 13600x, 22050x, 34500x,
respectivamente; Fig. I — Peca intermedidria, 18900x; Fig. J — Corte transversal do flagelo,

18900x; Fig. K — Espermatozéide, 18900x.

Figura 4: Espermiogénese e espermatozdide de Apteronotus cf. albifrons. Fig. A —

Espermatide inicial, 19500x; Figs. B e C — Espermatides em cortes longitudinais, 21250x,

58



13800x, respectivamente; Fig. D — Peca intermedidria da espermatide, 11500x; Fig. E —
Espermatide, 13800x; Figs. F e G — Espermatozéides, 13800x, 31500x, respectivamente;
Figs. H e I — Peca intermedidria, 21000x, 34500x, respectivamente; Fig. J — Corte

longitudinal do flagelo, 34500x; Fig. K — Corte transversal do flagelo, 18900x.

Abreviaturas

A: axonema, B: centriolo distal, F: flagelo, M: mitocondrias, N: nicleo, P: centriolo
proximal, V: vesiculas, seta dupla: fossa nuclear, seta branca: estruturas de
estabilizagdo do complexo centriolar, seta preta: canal citoplasmadtico, estrela: fins,

cabeca de seta: bainha.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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3.3 — Capitulo III
Analise filogenética da ordem Gymnotiformes (Teleostei, Ostariophysi) com base na

ultraestrutura dos espermatozoéides.
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Resumo

Os Gymnotiformes, ordem integrante dos Ostariophysi, atualmente com 135
espécies validas descritas, sdo um importante componente da ictiofauna de dgua doce. As
relacdoes de parentesco entre as familias dessa ordem sdo ainda muito debatidas. Neste
trabalho, um novo conjunto de caracteres foram utilizados para inferéncias filogenéticas.
Dados referentes a espermiogénese e ultraestrutura dos espermatozodides foram avaliados.
Para isto foram selecionados representantes das familias de Gymnotiformes e de
representantes de trés outras ordens, Siluriformes, Characiformes e Cypriniformes, que
estdo mais relacionadas com a ordem em questdo. Foram originadas trés matrizes com
somente um grupo externo em cada. As hipoteses filogenéticas resultantes nao suportam o
monofiletismo da superfamilia Rhamphichthyoidea, com Rhamphichthyidae relacionando-
se mais com Sternopygidae do que com Hypopomidae, com quem forma a superfamilia
Rhamphichthyoidea. A relagdo anterior reflete no monofiletismo de outra superfamilia,
Sinusoidea, observada como nido monofilética devido a relacdo entre Apteronotidae e
Sternopygidae. Gymnotidae aparece como grupo irmao de Hypopomidae, formando uma
politomia basal quando os dados sdo polarizados no representante de Cypriniformes. Nas
andlises com Siluriformes ou Characiformes como grupo externo, Hypopomidae aparece
em uma politomia basal com os demais Gymnotiformes, e Gymnotidae como grupo irmao
dos outros Gymnotiformes remanescentes. A viabilidade deste novo conjunto de caracteres
pode ser maior a medida que houver um maior conjunto de dados sobre os acontecimentos
da espermiogénese e estrutura dos espermatozdides para as espécies onde essas

caracteristicas ainda sdo desconhecidas.

Palavras chave: Gymnotiformes — Filogenia — ultraestrutura dos espermatozoéides.
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Introducao

Os Gymnotiformes sdo um componente importante da ictiofauna de 4gua doce das
Américas Central e do Sul. S3o encontrados através do neotrépico imido em quase todos
os tipos de bidtipos presentes nos rios desde o sul do México até o norte da Argentina
(Mago-Leccia, 1994). Esta ordem esta incluida na Superordem Ostariophysi, um grupo de
peixes que inclui cerca de trés quartos dos peixes de dgua doce do mundo (Nelson, 1994).
Compreendem cerca de 135 espécies validas descritas, que se encontram distribuidas em 32
géneros e 5 familias (Albert & Crampton, 2005). Porém acredita-se que o nimero atual de
Gymnotiformes é provavelmente algo entre 200 a 300 espécies (Albert & Crampton, 2005).
Estas espécies formam um clado monofilético, caracterizado entre outras coisas, pela
capacidade de produzir e detectar campos elétricos de diferentes intensidades.

Apesar das relagdes evolutivas dos Gymnotiformes estarem sustentadas por
caracteres moleculares e morfoldgicos, as principais hipéteses de relagdes dentro da ordem
ainda sdo discutidas (Triques, 1993; Gayet et al. 1994; Mago-Leccia, 1994; Alves-Gomes
et al., 1995; Albert & Crampton, 2005).

Estudos ultraestruturais dos gametas masculinos dos peixes mostram que
caracteristicas da estrutura dos espermatozdides e espermiogénese podem ser
filogeneticamente analisados provendo importantes dados para a elucidagcdo das relagdes de
parentesco em varios grupos de peixes (Jamieson, 1991; Mattei, 1991). Embora os estudos
de Jamieson (1991) e Mattei (1991) apresentarem dados relacionados a estrutura dos

espermatozdides de praticamente todos os maiores grupos de peixes vivos, 0s

espermatozdides dos Gymnotiformes sdo praticamente desconhecidos, havendo apenas a
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descricdo ultraestrutural do espermatozdide de Apteronotus albifrons (=Sternarchus
albifrons) (Jamieson, 1991).

Considerando que os padroes comuns e as variacdes morfologicas dos
espermatozdides das diferentes espécies contém tragos filogenéticos e podem, portanto, ser
uteis para a resolucdo das suas relagdes de parentesco, comparou-se os dados da
ultraestrutura dos espermatozdides dos Gymnotiformes que se encontram descritos
(capitulo I e II) com intuito de investigar as similaridades e diferengas entre as familias

desta ordem, baseada em filogenias descritas na literatura.

Material e Métodos

Os dados foram extraidos de descri¢cdes da espermiogénese e da ultraestrutura dos
espermatozdides de representantes das familias de Gymnotiformes: Gymnotus cf.
anguillaris (Gymnotidae) e Brachyhypopomus cf. pinnicaudatus (Hypopomidae) (Capitulo
I desta tese); Rhamphichthys cf. hahni (Rhamphichthyidae), Apteronotus cf. albifrons
(Apteronotidae), Eigenmannia cf. virescens (1) e Eigenmannia cf. virescens (2)
(Sternopygidae) (Capitulo II desta tese). A op¢do pelo grupo externo foi baseada em
hipéteses filogenéticas existentes na literatura. Conforme as propostas filogenéticas
atualmente aceitas, as ordens Siluriformes, Characiformes e Cypriniformes, sdo as mais
relacionadas com os Gymnotiformes.

Os dados sobre a espermiogénese e ultraestrutura dos espermatozdéides, dos grupos
externos, foram encontrados na literatura. Como representante da ordem Siluriformes foi
utilizado Diplomystes mesembrinus (Quagio-Grassiotto et al., 2001b) pertencente a familia

Diplomystidae, considerada a mais basal da ordem (de Pinna, 1998). Como representante

68



de Characiformes foi escolhido Hoplias malabaricus (Quagio-Grassiotto et al., 2001a)
pertencente a familia Erythrinidae, considerada uma das mais basais da ordem (Calcagnotto
et al., 2005). O representante de Cypriniformes foi Carassius auratus (Bacceti, 1984),
pertencente a familia Cyprinidae. Os caracteres foram polarizados de acordo com o grupo
externo escolhido para cada uma das trés matrizes construidas.

Um total de vinte e quatro caracteres foi extraido das descri¢gdes ultraestruturais da
espermiogénese e dos espermatozoéides das espécies representantes de Gymnotiformes, e de

representantes de Siluriformes e Characiformes.

Descricao dos caracteres

Espermiogénese

1. Rotagdo nuclear — presente (0), ausente (1).

2. Dire¢ao de condensagdo da cromatina:
- periferia para o centro (1), uniforme em todo o nucleo (0) (Diplomystes mesembrinus).
- periferia para o centro (0), uniforme em todo o nucleo (1) (Hoplias malabaricus).

3. Alongamento do nucleo — ausente (0), presente (1).

4. Fechamento do canal citoplasmatico — ausente (2), parcial (1), total (0).

5. Formacao de membranas concéntricas em torno do flagelo — ausente (1), presente (0).

Espermatozodide

6. Compactacgdo da cromatina:

- filamentos justapostos (1), feixes filamentosos (0) (Diplomystes mesembrinus).

69



- filamentos justapostos (0), feixes filamentosos (1) (Carassius auratus e Hoplias
malabaricus).
7. Anéis membranosos concéntricos:

- ausente (0), presente (1) (Diplomystes mesembrinus € Hoplias malabaricus).

- ausente (1), presente (0) (Carassius auratus).
8. Posi¢ao do nicleo em relagdo ao flagelo — anterior e ligeiramente excéntrico (0), lateral
(1).
9. Forma do nucleo — esférico (0), semi-arco (1).
10. Forma da fossa nuclear — simples arco (0), duplo arco (1).
11. Posi¢ao da fossa nuclear:

- medial (0), excéntrica (1), lateral (2) (Diplomystes mesembrinus).

- medial (1), excéntrica (0), lateral (2) (Carassius auratus € Hoplias malabaricus).
12. Profundidade da fossa nuclear — rasa (1), moderada (0).
(Rasa - até ¥4 do didmetro no nicleo; moderada - de ¥4 a V2 do didmetro do ntcleo).
13. Localizacdo do complexo centriolar em relacdo a fossa:

- CC fora da fossa (1),CC totalmente inserido (0) (Diplomystes mesembrinus).

- CC fora da fossa (2), somente o CP inserido na fossa (0), CC totalmente inserido (1)
(Carassius auratus e Hoplias malabaricus).
14. Posicao relativa dos centriolos:

- CP anterior ¢ medial ao CD (0), CP anterior e levemente excéntrico ao CD (1)
(Diplomystes mesembrinus).

- CP anterior e medial ao CD (2), CP anterior e levemente excéntrico ao CD (1), CP

anterior e obliquo ao CD (0)(Carassius auratus € Hoplias malabaricus).
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(CC: complexo centriolar; CP: centriolo proximal; CD: centriolo distal).
15. Estruturas de estabilizacdo do complexo centriolar — ndo evidentes (0), fibrilas em
orientagdo radial (1), fibrilas em feixes paralelos (2).
16. Comprimento da peca intermedidria — curta (0), média (1), longa (2);
(curta — Até uma vez o didmetro do nucleo; média — de um a trés vezes o didmetro do
nucleo; longa — mais que trés vezes o diametro do nicleo).
17. Presencga de canal citoplasmatico na pec¢a intermedidria:
- ausente (0), presente (1) (Diplomystes mesembrinus € Hoplias malabaricus).
- ausente (1), presente (0) (Carassius auratus).
18. Bainha em torno do flagelo — ausente (0), presente em todo o canal citoplasmatico (1),
presente na regido terminal do canal citoplasmatico (2).
19. Comprimento da bainha — curta (0), longa (1);
(curta - até uma vez o diametro do nicleo; longa — maior que uma vez o didmetro do
niicleo).
20. Microtiibulos na peca intermedidria — ndo evidentes (0), em feixes paralelos (2),
irradiando por toda a peca (1).
21. Vesiculas na peca intermedidria:
- ausentes (0), maior parte periférica (1), por toda peca (2) (Diplomystes mesembrinus).
- maior parte periférica (0), por toda peca (1) (Hoplias malabaricus).
22. Projecdes alares da membrana plasmatica flagelar ou “fins”:
- ausente (1), curta (0), média (2), longa (3) (Diplomystes mesembrinus).

- ausente (0), média (1), longa (2) (Carassius auratus € Hoplias malabaricus).
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(curta - até uma vez o didmetro do axonema; média - de uma a duas vezes o diametro do
axonema; longa - maior que duas vezes o diametro do axonema).
23. Compartimento membranoso em torno do flagelo:

- presente (1), ausente (0) (Diplomystes mesembrinus).

- presente (0), ausente (1) (Carassius auratus e Hoplias malabaricus).

24. Quantidade mitocondrias — tnica (0), mais de uma (1) (Diplomystes mesembrinus).

Analise Filogenética

Foram usadas seis espécies, representando as cinco familias de Gymnotiformes
como taxons terminais. A andlise foi realizada utilizando o programa PAUP versao 4.0 beta
para Windows, utilizando o método de maxima parcimoOnia e busca exaustiva, e as arvores
foram construidas com o algoritmo tree bisection and reconnection (TBR) e a opg¢ao
ACCTRAN. Parte dos caracteres foram tratados como ordenados, enquanto que outros
foram tratados como nio ordenados, na dependéncia da visualizacdo da caracteristica no
grupo externo ou ocorréncia de mais de dois estados. Foi testado o grau de confiabilidade
das darvores filogenéticas obtidas nas diferentes andlises através da reamostragem por

bootstrap (Felsenstein, 1985).

Resultados

Com os dados obtidos foram construidas trés matrizes: (1) considerando
Diplomystes mesembrinus como grupo externo (Tabela 1); (2) considerando Hoplias
malabaricus como grupo externo (Tabela 2); e (3) considerando Carassius auratus como

grupo externo.
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Discussao

O género Rhamphichthys aparece em um politomia com os representantes da
familia Sternopygidae. Para Albert & Crampton (2005), a familia Rhamphichthyidae ¢é
grupo irmao da familia Hypopomidae, que juntos formam o clado irmdo dos
Gymnotiformes mais derivados, Sternopygidae e Apteronotidae. No entanto, os dados da
espermiogénese e da ultraestrutura dos espermatozéides ndo concordam com esta proposta,
pois R. c¢f. hahni aparece mais relacionado com a familia Sternopygidae, do que com
qualquer outro gymnotiforme.

Os dados extraidos das células gaméticas masculinas também interferem na relacdo
de parentesco do representante de Apteronotidae com as demais familias. Considerando as
hipéteses filogenéticas propostas por outros autores (Albert & Crampton, 2005), os
Sternopygidae estdo mais relacionados com o0s Apteronotidae do que aos
Rhamphichthyidae. No entanto, no presente trabalho, Apteronotidae aparece como grupo
irmao do clado formado por estas duas familias.

No trabalho conduzido por Albert (2001) a monofilia da superfamilia
Rhamphichthyoidea, Rhamphichthyidae + Hypopomidae, € suportada por dezoito
caracteres, € a monofilia de Sinusoidea, Sternopygidae + Apteronotidae, ¢ suportada por
oito caracteres. As relacdes entre familias formando superfamilias propostas por Albert
(2001), ndo aparecem nas andlises realizadas a partir dos dados extraidos das células
gaméticas masculinas.

Segundo Albert & Crampton (2005) Gymnotidae € considerada a familia mais
basal em Gymnotiformes e grupo irmdo de todas as outras familias da ordem. Na hipétese

aqui proposta, Gymnotidae e Hypopomidae aparecem como grupos irmdos, € juntos
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formam uma politomia basal com as demais familias de Gymnotiformes, quando o grupo
externo utilizado é um representante de Cypriniformes. J4 quando o grupo externo é
Siluriformes ou Characiformes, o representante de Hypopomidae aparece em uma
politomia basal com as demais familias de Gymnotiformes, enquanto Gymnotidae é grupo
irmao dos Gymnotiformes remanescentes.

As andlises filogenéticas também foram realizadas utilizando simultaneamente
Characiformes, Siluriformes e Cypriniformes, como grupo externo. Na dependéncia da
polarizacdo dos dados, o grupo externo aparece dentro de Gymnotiformes, resultando em
um grupo interno nao monofilético.

Os caracteres obtidos a partir deste novo conjunto de dados podem,
aparentemente, ser usados para elucidar as relacdes de parentesco entre as familias, e até
mesmo entre as ordens. Mais estudos s3o necessarios, para que se possa entender como o
processo de espermiogénese e estrutura dos espermatozdides evoluiram dentro de Teleosteli,

e desta forma buscar melhor compreender as relagdes de parentesco existentes na classe.
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— Eigenmannia cf. virescens (2)
Sternopygidae

e Eigenmannia cf. virescens (1)

Rhamphichthys cf. hahni—» Rhamphichthyidae

Apteronotus cf. albifrons —» Apteronotidae

Gymnotus cf. anguillaris —» Gymnotidae

Brachyhypopomus cf. pinnicaudatus —» Hypopomidae

Diplomystes mesembrinus

Figura 1: Cladograma das relacdes entre os géneros de Gymnotiformes, utilizado

Diplomystes mesembrinus como grupo externo. Os numeros indicam os valores de

Bootstrap.
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Apteronotus cf. albifrons —» Apteronotidae

Gymnotus cf. anguillaris —» Gymnotidae

Brachyhypopomus cf. pinnicaudatus —» Hypopomidae

Hoplias malabaricus

Figura 2: Cladograma das relacdes entre os géneros de Gymnotiformes, utilizado Hoplias

malabaricus como grupo externo. Os nimeros indicam os valores de Bootstrap.
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Carassius auratus

Figura 3: Cladograma das relagdes entre os géneros de Gymnotiformes, utilizando

Carassius auratus como grupo externo. Os nimeros indicam os valores de Bootstrap.
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4 — Consideracoes finais

A ultraestrutura da espermiogénese e dos espermatozdides revelaram uma grande
diversidade de morfologia e forma dos espermatozdides dentro da Ordem Gymnotiformes.
No grupo em questdo, puderam ser visualizados dois tipos de espermiogénese, tipo I e tipo
I (sensu Mattei, 1970). A espermiogénese do tipo II foi encontrada somente no
representante da familia Gymnotidae, considerada a mais basal dentro da ordem (Albert &
Crampton, 2005). Outras caracteristicas também foram exclusivas para Gymnotus cf.
anguillaris comparando-o com os outros espermatozdides estudados da mesma ordem.

Os demais espermatozéides sdo do tipo I. As caracteristicas observadas na
espermiogénese € nos espermatozdides de Brachyhypopomus cf. pinnicaudatus
representante de Hypopomidae, mostram algumas particularidades em relagdo as outras
espécies estudadas. A despeito de compartilhar a ocorréncia de rotagcdo nuclear com os
representantes das outras familias, exceto por Gymnotus cf. anguillaris, o espermatozodide
formado é muito peculiar, devido ao alongamento do nicleo em sentido posterior. Fato este
que ocasiona outras mudancas posicionais, tais como, da fossa nuclear em relagdo ao
nucleo, posicdo relativa entre os centriolos e do flagelo em relacdo ao nucleo. Entretanto,
pode-se especular que caso ndo houvesse a rotacdo nuclear, o espermatozéide formado
poderia compartilhar mais caracteristicas com o do representante de Gymnotidae.

Agrupado juntamente com a familia Hypopomidae, os Rhamphichthyidae, formam
a superfamilia Rhamphichthyoidea, cuja monofilia € sustentada por 18 caracteres
morfoldgicos (Albert, 2001). No entanto quando se compara a ultraestrutura da

espermiogénese e dos espermatozdides, as familias mostram-se muito distintas.

80



Compartilham somente caracteristicas como ocorréncia de rotacdo nuclear, grande
quantidade de vesiculas e posi¢do relativa dos centriolos, embora nesta ultima os
acontecimentos nao coincidirem para a posicao final dos centriolos. Em Brachyhypopomus
cf. pinnicaudatus, os centriolos assumem tal posicdo relativa um ao outro devido ao
movimento do nicleo em sentido posterior, que acaba por arrastar o centriolo proximal
deslocando-o da posicdo inicialmente medial em relacio ao corpisculo basal. Em
Rhamphichthyidae, o centriolo proximal parece ser deslocado ligeiramente da posi¢ao
medial devido ao aparecimento de fibrilas de estabilizacdo, que ancoram o corpusculo basal
diretamente a membrana nuclear do teto da fossa. Assim a superfamilia
Rhamphichthyoidea ndo teve sua monofilia sustentada, nas hipoteses filogenéticas
apresentadas no presente estudo.

A familia Rhamphichthyidae pode ndo aparecer mais relacionada com a
Hypopomidae, no entanto relacionou-se de forma mais estreita com o clado formado pela
familia Sternopygidae, com quem possui muitas caracteristicas da espermiogénese e
estrutura dos espermatozéides em comum. Apenas alguns acontecimentos diferiram das
outras espécies mais aparentadas, tais como, quantidade de vesiculas e comprimento das
“fins”.

Apteronotidae compartilhou muitas caracteristicas com Sternopygidae e
Rhamphichthyidae, apresentando apenas pequenas particularidades, as quais foram
decisivas na determinacdo da relagdo de parentesco desta com as duas outras familias.
Quando observamos a hipédtese filogenética proposta por Albert & Crampton (2005), as
familias Apteronotidae e Sternopygidae formam a superfamilia Sinusoidea, que € tida como

monofilética. A hipétese obtida pelos dados da espermiogénese e estrutura dos
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espermatozdides mostra Sternopygidae menos relacionado com Apteronotidae se
comparado a Rhamphichthyidae. Tal relagdo pode ser atribuida pelo ndo compartilhamento
de caracteristicas como, tipo de canal citoplasmatico formado, comprimento da bainha e
“fins”, com Eigenmannia cf. virescens (1), Eigenmannia cf. virescens (2) € Rhamphichthys
cf. hahni.

No que diz respeito a relacdo das ordens dentro de Ostariophysi, foi notdvel a
quantidade de caracteristicas similares entre os Gymnotiformes e Characiformes, sugerindo
que possivelmente estas duas ordens estdo mais relacionadas, porém é necessirio a
realizacdo de outras andlises filogenéticas para testar essa hipotese.

As caracteristicas observadas na ultraestrutura da espermiogénese e dos
espermatozdides permitiram a extracdo de dados passiveis de uso em anélise filogenética.
Porém sdo necessarios estudos adicionais, a fim de aumentar o numero de taxons terminais,
e consequentemente a quantidade e qualidade destes dados, os quais também serdo uteis no
melhor entendimento sobre o processo de evolugdo que envolve os diversos tipos de

espermiogénese e espermatozodides.
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