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ABSTRACT

The superfamily Erythrinoidea is one of eight superfamilies within the order Characiformes
and was proposed to include a monophyletic group composed of the Neotropical fish
families Ctenoluciidae, Erythrinidae and Lebiasinidae, and African family Hepsetidae.
Current phylogenetic studies based on morphological data, such as osteology and
morphology of soft structures, and molecular data have refuted the hypothesis of
monophyly of this group. In addition, the suprafamilial relationships in Erythrinoidea have
diverged among the authors. In combination with more traditional characters, the analyses
of the ultrastructure of sperm ontogeny and its final shape have become an interesting
source of characters to complement phylogenetic studies. The goal of this study was to
perform a phylogenetic analysis to test the monophyly of the Erythrinoidea and to assess
the phylogenetic position of the family Crenuchidae, a group supposed to be closely related
to the superfamily. The phylogenetic analyses were performed using molecular and
morphological data, separately and in a combined approach (total evidence), through the
Parsimony method. The ultrastructure of the spermiogenesis and the sperm shape of
Erythrinoidea genera, plus the family Crenuchidae and other species possibly related to the
superfamily were described and coded in a matrix data. In all three analyses Erythrinoidea
was not recovered as monophyletic. The family Crenuchidae was placed in a basal position
within the suborder Characoidei in molecular and total evidence analysis, and was not
closely related to the Erythrinoidea. The analyses using only molecular data and total
evidence showed a very similar topology for the more inclusive relationship levels. The
support values were higher for the total evidence tree when compared to the one resulting
of only molecular data possibly pointing to a positive influence of the combination of the

spermatic cell data in phylogenetic analyses.
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RESUMO

A superfamilia Erythrinoidea ¢ uma das oito superfamilias que compdem a ordem
Characiformes e foi proposta como um grupo monofilético para abrigar as familias
neotropicais Ctenoluciidae, Erythrinidae e Lebiasinidae, ¢ a familia africana Hepsetidae.
Apos a proposicao da superfamilia, estudos filogenéticos recentes com base em caracteres
morfoldgicos, como caracteres osteoldgicos e da morfologia de partes moles, e caracteres
moleculares tém refutado a ideia de monofiletismo do grupo. Além disso, diferentes autores
divergem quanto as relacdes suprafamiliares de Erythrinoidea. Além dos caracteres
tradicionais, o emprego dos caracteres oriundos da andlise da ultraestrutura da ontogenia
dos espermatozoides e sua forma final tem sido uma importante fonte na complementagao
dos estudos filogenéticos. O estudo apresentado teve como objetivo realizar uma andlise
filogenética para testar a monofiletismo de Erythrinoidea e verificar os padrdes de
relacionamento suprafamiliares em Characiformes, e testar o posicionamento filogenético
da familia Crenuchidae, supostamente relacionada a superfamilia. As analises filogenéticas
foram realizadas com base em dados moleculares e dados morfologicos,
independentemente e de maneira conjunta (evidéncia total), através do critério de
ParcimoOnia. A ultraestrutura da espermiogénese e dos espermatozoides dos géneros
incluidos em Erythrinoidea, mais a familia Crenuchidae e outras possivelmente
relacionadas, foram descritos e codificados em uma matriz de dados. Nas trés analises
realizadas a superfamilia Erythrinoidea ndo ¢ obtida como monofilética. A familia
Crenuchidae posiciona-se na base da subordem Characoidei e ndo estd estreitamente
relacionada a Erythrinoidea. As analises com dados moleculares e de evidéncia total
apresentaram uma topologia muito semelhante ao nivel mais inclusivo e os valores de
suporte dos principais clados apresentaram-se maiores na evidéncia total, mostrando a
influéncia positiva da inser¢do dos caracteres da morfologia das células espermaticas nas

analises filogenéticas.






SUMARIO

ABSTRACT vii
RESUMO X
INTRODUCAO 1
OBJETIVO GERAL 14
Objetivos especificos 14
MATERIAL E METODOS 15
1. Classificacao taxonomica 15

2. Analise morfologica 15
2.1 Amostras 15

2.1.1 Os espécimes Neotropicais 15

2.1.2 Os espécimes representantes das familias Africanas 16

2.2 Preparacdo do material para a microscopia eletronica de transmissdo 16

3. Anadlise das sequéncias nucleotidicas 19
3.1 Amostras 19

3.2 Obtencao das sequéncias nucleotidicas 20

4. Analise filogenética 21
4.1 Reconstrucao filogenética molecular e de evidéncia total 21

4.2 Reconstrugdo filogenética morfologica 22
RESULTADOS 23
1. Dados morfologicos 23

2. Lista de caracteres morfologicos 103

3. Analise filogenética 114
DISCUSSAO 132
1. Dados morfoldgicos 132

2. Relagdes filogenéticas de Erythrinoidea 136
CONCLUSOES 140
REFERENCIAS 141
APENDICE I: Matriz de dados morfolégicos 150

APENDICE II: Artigo cientifico publicado (1) 152



APENDICE III: Artigo cientifico publicado (2)

ANEXO I: Carta de confirmagao de estagio técnico no SAIAB

ANEXO II: Carta de confirmagao de estagio técnico no AMNH

ANEXO III: Lista de espécies do trabalho de Calcagnotto et al. (2005)
ANEXO IV: Autorizagio do Comité de Etica na Experimentagdo Animal
(CEEA) da UNESP

ANEXO V: Autoriza¢io do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNICAMP

153
154
155
156
161

162

Xii



AGRADECIMENTOS

A Professora Irani Quagio Grassiotto, pela confianga a mim conferida, pela
excepcional orientagdo, atencdo e principalmente pelo encorajamento humanitario de todos
0s momentos e pela amizade.

A Professora Daniela Calcagnotto, pela coorientagio e todos os ensinamentos, além
dos momentos de amizade.

Ao Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Celular e Estrutural, por todo o
suporte académico.

A Secio de Pés-Graduagdo, na pessoa de Liliam Alves Senne Panagio, pelos
excelentes servigos prestados e pela amizade.

A Capes (Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), pela
concessao de bolsa de estudos por 7 meses.

A FAPESP (Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo), pela
concessao de bolsa de estudos por 35 meses e recursos de reserva técnica (Processo
2010/01626-2).

Ao Sr. Antonio Vicente Salvador e Keila Emilio de Almeida, técnicos do
Laboratorio de Biologia da Reproducao de Peixes Neotropicais, por todos os ensinamentos,
paciéncia e amizade.

Ao Centro de Microscopia Eletronica, IB — Botucatu, Professora Doutora Daniela
Carvalho dos Santos, e aos técnicos e amigos Claudete dos Santos Tardivo, Carolina
Massucci Marciano da Silva, Ligia Costa, Maria Helena Moreno, Shelly Favorito de
Carvalho e Tiago dos Santos Tardivo pelos servigos prestados e amizade.

Ao Professor Osvaldo Takeshi Oyakawa, pela disponibilizacdo do espécimens da
Colecao de Peixes do Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP).

Ao Dr. André Luiz Netto Ferreira (Museu de Zoologia da Universidade de Sao
Paulo — MZUSP), pela disponibilizacdo dos espécimens da familia Lebiasinidae.

Ao Dr. Mark Henry Sabaj Pérez (The Academy of Natural Sciences of Drexel
University — ANSP), pela disponibilizagdo dos espécimens da familia Lebiasinidae e

Ctenoluciidae.

Xiii



A Dra. Melanie Stiassny (American Museum of Natural History — AMNH) e ao Dr.
Paul Skelton (South African Institute for Aquatic Biodiversity -SAIAB), pela
disponibiliza¢ao dos espécimens das familias de Characiformes africanos.

Aos companheiros ¢ amigos do Laboratorio de Biologia da Reprodugao de Peixes
Neotropicais, Clarianna Martins Baicere Silva, Daniel Dantas Wildner, Lucélia Tessaro e
Rinaldo José Ortiz por compartilharem todos os momentos.

A amiga Talita Sarah Mazzoni, pelos momentos de grande alegria, descontragio,
confiancga e solidariedade nas horas adversas desta fase. Muito Obrigado!

A amiga Almerinda Ribeiro Virginio Sjorge, pelo apoio incondicional e amizade.

A amiga Lessandra de Rosa, pelo apoio, amizade e descontragio.

Ao amigo Diego Marques pelo apoio incondicional € momentos felizes.

Aos amigos “de moradia”, Guilherme José¢ da Costa Silva e Rodrigo Wagner de
Souza, pela amizade e incentivo.

Aos amigos do departamento de morfologia Adauto, Ana, Bianca, Bruno, Elton,
Erica, Isabelle, Juliana Giusti, Juliana Ricci, Monique, Natalia, Sérgio Alexandre pelo
companheirismo e momentos de descontragcdo na “cozinha”.

A Sra. Terezinha Biondo Sauer, por seu exemplo de vida, otimismo, carisma e pelo
grande carinho que demonstra aos que a circundam.

A minha familia, pelo apoio, incentivo e amor, sempre.

A Deus, energia criadora, que concebeu o universo € as maravilhosas pessoas que o

habitam.

Xiv



INTRODUCAO

Os peixes da ordem Characiformes (superordem Ostariophysi, série Otophysi)
apresentam-se distribuidos nas dguas continentais centro e sul-americanas e no continente
Africano (Nelson, 2006). Atualmente, a ordem ¢ composta por 2.050 espécies validas
distribuidas em 23 familias (Eschmeyer e Fong, 2014). Os peixes deste grupo sao
conhecidos popularmente em nosso pais como peixes de escama e seu tamanho varia desde
pequeno (com 15 mm de comprimento) até grande porte (100 cm de comprimento). Apesar
das familias Distichodontidae, Citharinidae, Alestidaec e Hepsetidae ocorrerem na Regido
Etiopica (maior parte da Africa e sul da Peninsula Ardbica), com cerca de 228 espécies, é
na Regido Neotropical que os Characiformes possuem maior importancia ecoldgica e
econdmica (Nelson, 2006), com cerca de 1822 espécies e dividindo a dominancia da
ictiofauna Neotropical principalmente com a ordem Siluriformes (Eschmeyer e Fong,
2014). As espécies desta ordem ocupam ambientes estritamente de agua doce nos mais
diversos habitats, desde regides loticas a 1énticas de rios dos mais diferentes portes (Nelson,
2006).

Apesar dos primeiros estudos das relagdes superiores em Characiformes tendo por
base caracteres morfoldgicos datarem dos anos 90 (Uj, 1990; Buckup, 1991; Lucena, 1993;
Vari, 1995), o conhecimento das relagdes filogenéticas de varios taxons da ordem
Characiformes ainda permanece obscuro. A andlise de Buckup (1991, 1993, 1998), cujo
objetivo era o estudo das relacdes evolutivas em Characidiinae, acabou por resultar na
proposi¢ao de uma hipotese filogenética para a ordem (Fig. 1). Nela confirma-se a posi¢ao
basal de Citharinidae e Distichodontidae, como proposta por Vari (1979) e Fink e Fink
(1981). Nesse estudo, as subfamilias Characidiinae e Crenuchinae formam um grupo
monofilético e o autor redefine, assim, a familia Crenuchidae para incluir estas duas
subfamilias. Na hipotese de Buckup (1998), Crenuchidae foi obtida como basal no clado
que inclui outras familias Neotropicais e a familia africana Alestidae. Outra contribuigao
importante desse estudo foi a proposi¢do de duas subordens: a subordem Citharinoidei,
formada pelas familias africanas Citharinidae e Distichodontidae, basais para
Characiformes; ¢ a subordem Characoidei, formada pelo restante dos Characiformes,
dividida em 8 superfamilias. Uma delas ¢ a superfamilia Erythrinoidea, formada pelas

familias Erythrinidae, Lebiasinidae, Ctenoluciidae e Hepsetidae (sensu Buckup, 1998). A
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familia Erythrinidae ¢ composta por trés géneros, Erythrinus, Hoplerythrinus ¢ Hoplias,
com total de 16 espécies validas (Eschmeyer e Fong, 2014). A familia Lebiasinidae ¢
dividida em duas subfamilias: Lebiasininae - composta por dois géneros, Lebiasina e
Piabucina, com total de 29 espécies; e Pyrrhulininae - com quatro géneros, Copeina,
Copella, Pyrrhulina e Nannostomus, com 45 espécies validas (Eschmeyer e Fong, 2014). A
familia Ctenoluciidae ¢ composta por dois géneros, Boulengerella ¢ Ctenolucius, com total
de 7 espécies validas (Eschmeyer e Fong, 2014). A familia africana Hepsetidae foi
considerada por muito tempo como monotipica e abrigava apenas a espécie Hepsetus odoe
(Nelson, 2006). Entretanto, mais recentemente, Zengeya e colaboradores (2011)
revalidaram a espécie Hepsetus cuvieri € mais duas espécies novas foram descritas, H.
kingsleyae (Decru et al., 2013a) e H. occidentalis (Decru et al., 2013b), e H. lineata, antes
considerada como subespécie, foi elevada ao nivel de espécie (Decru et al., 2013a),

totalizando 5 espécies validas em Hepsetidae (Eschmeyer e Fong, 2014).

27 Boulengerella I -
Ctenoluciidae
is_E Ctenolucius
Hepsetus | Hepsetidae

T21 124 | Lablasina Erythrinoidea
Pyrrhulina Lebiasinidae

Nannostomus
Hopllas | Erythrinidae
Acestrorhynchus | Acestrorhynchidae
Cynopotamus
Charax
Phenacaogaster
Tetragonopterus | Characidae
Oligosarcus
Bry
Brycon
Alastes | Alestidae
HEMIODONTIDAE

Lo [~ CRENUCHINAE .
L CHARACIDIINAE I Crenuchidae

T3 8 CURIMATIDAE
6 —L— PROCHILODONTIDAE
7_: ANOSTOMIDAE
CHILODONTIDAE
PARODONTIDAE
1 [ CITHARINIDAE

L2 E Distichodus . .
Xenocharax Distichodontidae

outros Ostariophysi

P

Figura 1. Relagodes filogenéticas na ordem Characiformes segundo Buckup (1998) e a
proposicao das superfamilias, uma delas Erythrinoidea, que seria composta pelas familias
Erythrinidae, Lebiasinidae, Hepsetidae e Ctenoluciidae. Os valores representam os nimeros

dos noés. Os valores de suporte ndo foram apresentados pelo autor.



Vari (1995) ja havia proposto Erythrinoidea como monofilética (Fig. 2), mas suas
relacdes internas diferem daquelas propostas por Buckup (1998), pois Ctenoluciidae
aparece como grupo-irmao de Erythrinidae, enquanto que na hipotese de Buckup (1998) a
familia Ctenoluciidae representa o grupo-irmao da familia africana Hepsetidae. Além disso,
a posi¢do da familia Lebiasinidae ndo foi resolvida na hipétese de Buckup (1998), enquanto
que na hipotese de Vari (1995) ela ¢ obtida como irma de (Hepsetidae (Erythrinidae +

Ctenoluciidae)).

Pyrrhulininae
Lebiasininae
Hepsetidae
Erythrinidae
Ctenoluciidae

Lebiasinidae

Figura 2. Cladograma das relagdes entre Lebiasinidae, Hepsetidae, Erythrinidae e

Ctenoluciidae segundo Vari (1995). Os valores de suporte ndao foram calculados pelo autor.

Moreira (2007), em um estudo cujo objetivo foi analisar as relagdes suprafamiliares
em Characiformes com base em caracteres morfologicos, apresenta uma hipdtese
mostrando o monofiletismo da ordem e suas relagdes (Fig. 3). De acordo com esta hipotese,
a ordem ¢ composta por dois grandes clados, nos quais Distichodontidae e Citharinidae nio
sdo obtidos como basais para Characiformes e a superfamilia Erythrinoidea ndo seria
monofilética, ndo corroborando, portanto, as hipdteses de Vari (1995) e Buckup (1998). As
familias que compodem esta superfamilia estariam no grande “Clado B” (Moreira, 2007), no
qual as subfamilias Lebiasininae e Pyrrhulininae ndo formariam um grupo monofilético e,
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portanto, a familia Lebiasinidae seria parafilética. Em outro clado, a familia Characidae nao
¢ monofilética e ¢ considerada como grupo-irmao de (Sa/minus (Brycon (Cynodontidae

(Acestrorhynchidae (Hepsetidae, Ctenoluciidae))))).
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Figura 3. Cladograma parcial (Clado B) das relagdes familiares de Characiformes proposto
por Moreira (2007). Os numeros representam o suporte de Bremer para cada nod. Em
destaque estdo as familias que compdem Erythrinoidea (sensu Buckup, 1998). Observe que

Lebiasinidae nao é obtida como monofilética.



Orti e Meyer (1996) publicaram analises abrangentes com representantes da ordem
Characiformes utilizando sequéncias parciais do gene ependimina e os genes mitocondriais
12S e 16S (Fig. 4). Posteriormente, Orti (1997) e Orti e Meyer (1997) propuseram duas
hipéteses de relacionamento para Characiformes, nas quais a familia africana
Distichodontidae e Citharinidae s3o grupos-irmaos, considerados basais para os
Characiformes, corroborando a hipdtese de Buckup (1998). A superfamilia Erythrinoidea
ndo seria monofilética, ndo corroborando as hipoteses de Vari (1995) e Buckup (1998).
Ainda de acordo com a hipdtese de Orti e Meyer (1997), Lebiasinidae seria irmao de
Serrasalmidae (=Serrasalminae), grupo-irmdo de (Erythrinidae + Hepsetidae) + outras
familias. Ctenoluciidae teria como grupo-irmao Gnathocharax, € ambos seriam irmaos de
(Acestrorhynchidae + Alestidae (=Alestiinae)).
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Figura 4. Cladograma mais parcimonioso das relagdes em Characiformes proposto por Orti
e Meyer (1997) com base em dados moleculares. Os numeros acima dos nos representam
os valores de Bootstrap (> 50%) para analise de Neighbor Joining e abaixo dos nds para a

andlise de ParcimOnia. As familias africanas estdo denotadas em preto. Alestiinae =

Alestidae.



Calcagnotto e colaboradores (2005) analisaram 135 taxons da ordem Characiformes
representando as familias da Africa e América do Sul, utilizando seis genes sendo dois do
DNA mitocondrial (16S e citocromo B) e quatro nucleares (Rag2, Fkh, Sia e Trop) (Fig. 5).
O uso de representantes de Siluriformes e Cypriniformes como grupos externos mostrou
que a ordem Characiformes ¢ monofilética, entretanto, as duas linhagens africana e sul-
americana nao sao monofiléticas. Nesta hipdtese, os grupos basais para a subordem
Characoidei sao (Erythrinidae + Crenuchidae) + (Alestidae + (Hepsetidae (Leabiasinidae +
Ctenoluciidae))). Algumas das relagdes apresentadas por Calcagnotto e colaboradores
(2005) ndo corroboram as hipdteses de Orti e Meyer (1997), Buckup (1998) e Moreira
(2007). Por exemplo, a familia Crenuchidae na hipotese de Calcagnotto e colaboradores

(2005) ¢ obtida como grupo-irmao de Erythrinidae em uma posi¢ao basal em Characoidei.

Anostomidae
2 Chilodontidae
1 Prochilodontidae

50 Hemiodontidae
75[ 3 3 Parodontidae

13 Serrasalmidae
5 Cynodontidae
Characidae
Alestidae

Ctenolucidae
Lebiasinidae

Hepsetidae
Crenuchidae

6 Erythrinidae
97 Citharinidae
12 Distichodontidae

Figura 5. Cladograma consenso das relagdes familiares em Characiformes proposto por

Calcagnotto e colaboradores (2005) com base em caracteres moleculares. Os numeros
acima dos nos representam os valores de Bootstrap (> 50%) e abaixo dos nds o suporte de

Bremer para a analise de Parcimonia. As familias africanas estdo denotadas em preto.

Oliveira e colaboradores (2011) realizaram uma extensa andlise filogenética com
foco nas relacdes da familia Characidae utilizando caracteres moleculares. Apesar de nao
ser o objetivo principal do trabalho a analise suprafamiliar em Characiformes, os autores

incluiram representantes de 19 familias que compdem a ordem, as 18 conforme descritas



por Nelson (2006) mais Serrasalmidae (Fig. 6). O elevado numero de espécimens incluido
nas andlises realizadas por Oliveira e colaboradores (2011) representou um grande avango
no estudo das relacdes de Characidae com outras familias da ordem Characiformes. No
entanto, para um melhor entendimento das relacdes familiares e suprafamiliares de
Erythrinoidea, a amostragem de representantes, principalmente das familias Lebiasinidae e
Crenuchidae, ainda necessitava ser aumentada. A familia Crenuchidae, apesar de nao ter
sido incluida em Erythrinoidea na proposi¢ao inicial das superfamilias de Characiformes
por Buckup (1998), foi obtida como grupo-irmdo da familia Erythrinidae na hipdtese de
Calcagnotto e colaboradores (2005). A hipotese de relacdo proxima entre Crenuchidae e
Erythrinidae ndo foi confirmada por Oliveira e colaboradores (2011).

110092 57> Remaining taxa
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Figura 6. Cladograma resumido das relagdes da ordem Characiformes segundo Oliveira et
al. (2011). Os numeros acima dos nds representam, respectivamente, a probabilidade
posterior da Analise Bayesiana (> 0,5), valores de Bootstrap (> 50%) para analise de
Verossimilhanca e analise de Parcimonia. Os asteriscos representam os nds que foram
colapsados, e os tragos representam valores menores que os valores de corte. Os numeros

dos nos estdo representados dentro dos circulos.



Embora o conhecimento atual sobre o padrio de relacionamento entre os
Characiformes tenha sido inferido com base em caracteres morfologicos tradicionais
(osteologia e miologia) e moleculares (Calcagnotto et al., 2005; Oliveira et al., 2011),
outras caracteristicas sdo uteis no estudo desta ordem. A exemplo, as caracteristicas sexuais
secundarias como ganchos nos raios das nadadeiras anal, dorsal e pélvica (Malabarba e
Weitzman, 2003), a estrutura glandular na nadadeira anal (Weitzman et al., 2005) e
glandulas branquiais em caracideos (Burns e Weitzman, 1996; Azevedo, 2004; Oliveira,
2003, 2007) tem sido empregadas como caracteres relativamente novas nas analises
filogenéticas. Atualmente algumas hipdteses de relacionamento em Characiformes sdo
sustentadas por estas caracteristicas. Os ganchos nos raios das nadadeiras anal, dorsal e
pélvica, bem como outras caracteristicas, sustentam a hipdtese de Malabarba e Weitzman
(2003) de monofiletismo de um clado de Characiformes contendo a maioria dos géneros
atualmente classificados incertae sedis em Characidae (sensu Lima et al., 2003). Estes
ultimos autores restringiram suas andlises as familias Gasteropelecidae e Characidae e a
Subfamilia Roestinae. Neste estudo parte dos géneros incertae sedis em Characidae foram
reunidos em um grupo hipoteticamente natural denominado de “clado A” que € constituido
pela subfamilia Glandulocaudinae, pelos géneros Monotocheirodon, Odontostoechus e
Othonocheirodus e parte dos géneros incertae sedis, como Bryconamericus, Boehlkea,
Bryconacidnus, Creagrutus, Piabina, dentre outros. A hipotese de Malabarba e Weitzman
(2003) fo1 posteriormente confirmada por outros autores (Mirande, 2009, 2010; Javonillo e?
al., 2010; Oliveira ef al., 2011). A presenca de uma estrutura glandular na nadadeira caudal
e a sua morfologia tem sido tradicionalmente empregada na definicdo da subfamilia
Glandulocaudinae e de suas tribos (Weitzman e Menezes, 1998). Weitzman e
colaboradores (2005), com base principalmente na analise histologica destas glandulas,
limitaram a subfamilia Glandulocaudinae apenas a Tribo Glandulocaudini; as Tribos
Corynopomini, Diapomini, Xenurobryconini, Landonini, Phenacobryconini, e
Hysteronotini, anteriormente alocadas em Glandulocaudinae, passaram a integrar a
subfamilia Stevardiinae. Existem indicios de que varias das caracteristicas reprodutivas das
espécies contém sinal filogenético 1til na resolugdo de algumas relagdes de parentesco, pelo
menos, ao nivel intra e intergenérico (Baicere-Silva ef al., 2011a; Quagio-Grassiotto ef al.,

2012; Santana et al., 2013a, 2013b).



Os gametas masculinos dos animais em geral apresentam, numa sequéncia antero-
posterior: acrossoma, nucleo esférico, dois centriolos, sendo que o distal se diferencia em
corpusculo basal e d4 origem ao axonema do flagelo, mitocondrias arredondadas e pouco
numerosas, ¢ flagelo contendo o axonema basico do tipo 9 + 2 (Franzén, 1970). Os
espermatozoides dos peixes mostram uma imensa diversidade de formas (Jamieson, 1991;
Mattei, 1991), independentemente do modo de reproducdo que possuam (fecundacio
externa ou inseminacdo). Segundo Jamieson (1991), os espermatozoides dos peixes
Neopterygii ndo possuem acrossoma. Esta auséncia vem acompanhada da presenga da
micrépila nos 6vulos destes animais (Jamieson, 1991). A micropila ¢ uma abertura no
envoltoério do dvulo que permite a passagem do espermatozoide no momento da fertilizacao
(Amanze e Yvengar, 1990).

Conforme Mattei (1970), o eixo flagelar nos espermatozoides dos peixes pode
posicionar-se paralela ou perpendicularmente ao nucleo. Estas posi¢cdes resultam da
ocorréncia ou ndo da rotacdo e caracterizam dois tipos de espermiogénese, tipo I (Fig. 7) e
IT (Fig. 8) respectivamente. Na espermiogénese do Tipo I (Fig. 7), a espermatide jovem
apresenta nucleo central, mitocondrias esparsas pelo citoplasma e diplosoma proximo a
membrana plasmatica. O centriolo distal diferencia-se em corpusculo basal e da origem ao
flagelo. O complexo centriolar movimenta-se em dire¢do ao nucleo, trazendo a membrana e
o segmento inicial do flagelo que se invaginam. Forma-se assim um canal entre a
membrana flagelar e a espermdtica, o canal citoplasmatico. O flagelo dispde-se
tangencialmente ao nucleo e nesta face do contorno nuclear forma-se uma depressdo ou
fossa. O nucleo sofre uma rotagcdo de 90° em relagdo ao eixo flagelar e o diplosoma se
insere na fossa nuclear. A depressdo determina a base do ntcleo, regido para a qual migram
as mitocondrias. Variagdes neste tipo de espermiogénese resultam em um canal
citoplasmatico pequeno ou inexistente, o mesmo ocorrendo com a fossa nuclear. Na
espermiogénese do tipo II, o flagelo posiciona-se inicialmente lateral ao nucleo e, desde
que a rotag@o nuclear € inexistente, o espermatozoide apresenta o flagelo também lateral ao
nucleo (Fig. 8). Na espermiogénese do tipo III (Fig. 9), recentemente descrita (Quagio-
Grassiotto e Oliveira, 2008), o desenvolvimento do flagelo ¢ medial, o nucleo ndo sofre

rotagdo e a fossa nuclear e o canal citoplasmatico ndo se formam.



Figura 7. Esquema ilustrativo da espermiogénese do tipo I, exemplificada por Upeneus
prayensis (Mullidae), conforme Mattei (1970). As letras indicam o desenvolvimento

espaco-temporal gradativo (a — g).

Figura 8. Esquema ilustrativo da espermiogénese do tipo II, exemplificada por
Parapristipoma octolineatum (Haemulidae), conforme Mattei (1970). As letras indicam o

desenvolvimento espago-temporal gradativo (a — f).
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Figura 9. Esquema da espermiogénese do tipo III, mostrando espermatide inicial (A),
espermatide (B) e espermatozoide (C). Conforme Quagio-Grassiotto e Oliveira (2008). N=

nucleo, P= centriolo proximal, D= centriolo distal, M= mitocdndria, F= flagelo.

As espermiogéneses do tipo I e do tipo III resultam na formagao de espermatozoides
que apresentam, em geral, nticleo pequeno de forma ovoide ou arredondada. Os centriolos,
em angulos variados, situam-se total ou parcialmente na fossa nuclear, quando esta esta
presente. A peca intermedidria € pequena e forma um colar ao redor da regido inicial do
flagelo. As mitocondrias, pequenas e pouco numerosas, situam-se no colar citoplasmatico,
separadas do inicio do flagelo por um espago existente entre as membranas plasmaticas e
flagelar, o canal citoplasmatico. O flagelo apresenta o axonema classico formado por nove
duplas periféricas de microtibulos e um par central. A membrana flagelar pode ou ndo
apresentar projecoes laterais ou “aletas”. Variagdes neste tipo de espermatozoides sdo
observadas principalmente quanto a presenca e dimensdao da fossa nuclear, tamanho e
quantidade de mitocondrias e nimero de flagelos (Jamieson, 1991; Mattei, 1991; Quagio-
Grassiotto e Oliveira, 2008). Nas espécies com inseminacdo o nicleo apresenta-se forte ou
moderadamente alongado no sentido posterior ou anterior (Burns e Weitzman, 2005).

A estrutura dos espermatozoides ¢ bastante conservativa em espécies de uma mesma
familia ou subfamilia (Baccetti ef al., 1984; Jamieson, 1991; Mattei, 1991; Burns et al.,

1998; Quagio-Grassiotto et al., 2003; Quagio-Grassiotto e Oliveira, 2008; Burns et al.,
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2009; Baicere-Silva et al., 2011a, b; Santana et al., 2013b), tornando sua caracterizagao
bastante util na identificagdo de padrdes de relacionamento interfamiliar e/ou intrafamiliar.

Inicialmente, Jamieson (1991) resume o conhecimento a respeito da estrutura dos
espermatozoides para os diversos grupos de peixes, assinalando as modificagdes estruturais
que ocorreram em cada linhagem. O conhecimento a respeito da ultraestrutura dos
espermatozoides dos Ostariophysi foi recentemente compilado por Burns e colaboradores
(2009), com uma discussdao sobre a grande variabilidade de formas apresentadas pelos
peixes com fertilizagdo externa dentro da superordem. Uma das caracteristicas encontradas
entre as espécies da superordem Ostariophysi € a rotagdo nuclear incompleta, intermedidria
entre a espermiogénese do tipo I e do tipo II. Além disso, sdo discutidas as modificagdes
ocorridas nos espermatozoides das espécies inseminadoras dentro dos Ostariophysi, como
alongamento do nucleo, presenca de microtibulos acessérios e aumento da peca
intermediaria (Javonillo et al., 2009).

Na superfamilia Erythrinoidea (sensu Buckup, 1998) apresentam-se descritas as
caracteristicas ultraestruturais dos espermatozoides de Hoplerythrinus unitaeniatus
(Verissimo-Silveira, 2007), Hoplias malabaricus (Quagio-Grassiotto et al., 2001),
Erythrinus erythrinus (Burns et al., 2009) - familia Erythrinidae; Nannostomus digrammus,
N. marginatus e N. unifasciatus (Verissimo-Silveira, 2007), Pyrrhulina australis (Burns et
al., 2009) - familia Lebiasinidae. Para a familia Crenuchidae apenas o espermatozoide de
Characidium gomesi (Verissimo-Silveira, 2007) foi descrito. Além destes, varias outras
descri¢des dos espermatozoides das familias da subordem Characoidei apresentam-se
disponiveis na literatura (Verissimo-Silveira, 2007). Estas e outras novas descri¢des
(presente estudo) tém melhorado este banco de dados, de forma a permitir o seu uso nas
analises filogenéticas.

As hipoteses de relacionamento da superfamilia Erythrinoidea tem sido controversas
ao longo das mais recentes filogenias para a ordem Characiformes. A utilizagdo de
caracteres morfologicos provenientes de estudos osteologicos e partes moles, e também de
caracteres moleculares, resultaram em hipdteses divergentes com relagdo ao monofiletismo
e a composi¢do de Erythrinoidea e suas relagdes com outras familias da ordem. No intuito
de aumentar a compreensdo destas relagdes filogenéticas, propomos um estudo das relagdes

suprafamiliares em Erythrinoidea com base na utilizagdo de caracteres moleculares e de
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caracteres morfologicos oriundos do processo de espermiogénese e da forma final dos
espermatozoides de representantes da ordem Characiformes. A utilizagdo de ambos os
caracteres ¢ apresentada de forma independente, isto ¢, uma analise apenas com dados
moleculares e outra com dados morfologicos, € de modo combinado (evidéncia total). A
utilizagdo de caracteres da morfologia fina das células esperméaticas em conjunto com dados
moleculares ¢ realizada pela primeira vez para a ordem Characiformes. Ainda, observada a
grande variagdo existente no processo de espermiogénese dentro da ordem, verificou-se a
distribuicao do processo de espermiogénese como descrito em “tipos” (I, 11, III) para testar

se sdo filogeneticamente informativos.
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OBJETIVO GERAL

1. Testar as hipdteses de relacionamento da superfamilia Erythrinoidea dentro da ordem
Characiformes com base em caracteres moleculares e da morfologia das células

espermaticas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Testar a monofiletismo da superfamilia Erythrinoidea e verificar com quais familias de

Characiformes esta relacionada a partir da matriz de dados moleculares;

2. Testar a hipotese de estreito relacionamento da familia Crenuchidae com Erythrinoidea a

partir da matriz de dados moleculares (como proposto por Calcagnotto et al., 2005);

3. Construir uma matriz de evidéncia total a partir dos dados moleculares e da morfologia

da espermiogénese e dos espermatozoides;

4. Testar como os tipos de espermiogénese ¢ forma de espermatozoides se relacionam
dentro da superfamilia Erythrinoidea e com outros grupos da ordem Characiformes e o

padrdo de evolucdo destes caracteres;

5. Testar se as descricdes de espermiogénese na forma de “tipos” (I, II, III) sdo

filogeneticamente informativas para a ordem Characiformes;

6. Elaborar uma lista de caracteres com a indicagdo de uso para os diferentes niveis de
relacdo entre os taxons estudados, isto €, classificar alguns caracteres como mais

conservados ou mais variaveis nos taxons estudados.
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MATERIAL E METODOS

1. Classificacio taxonomica

A classificagdo taxondmica da ordem Characiformes utilizada na descrigao dos
resultados e na discussdo segue a proposta de Oliveira e colaboradores (2011), que esta
sendo adotada por Eschmeyer e Fong (2014 — Catalog of Fishes), na qual sdo elevadas ao
nivel de familia quatro subfamilias antes alocadas em Characidae: Chalceidae,
Triportheidae, Iguanodectidac e Bryconidae; mais a familia Acestrorhynchidae, que foi
redefinida para alocar as subfamilias Roestinae e Heterocharacinae, anteriormente em
Characidae. De acordo com esta classificacdo, a ordem Characiformes € constituida por 23
familias:  Citharinidae, Distichodontidae, Alestidae, Hepsetidae, Hemiodontidae,
Parodontidae, Curimatidae, Prochilodontidae, Anostomidae, Chilodontidae, Erythrinidae,
Lebiasinidae, Gasteropelecidae, Ctenoluciidae, Acestrorhynchidae, Cynodontidae,
Serrasalmidae, Characidae, Bryconidae, Triportheidae, Iguanodectidae, Chalceidae e

Crenuchidae.

2. Analise morfolégica
2.1 Amostras

2.1.1 Os espécimes Neotropicais

Os taxons foram coletados ou obtidos de colegdes zooldgicas, e ainda, obtidos em
loja de aquarismo quando disponiveis. As coletas foram realizadas nas seguintes
localidades: (1) Bacia do Tocantins-Araguaia, Rio Araguaia, municipio de Barra do Gargas
— MT, em 13/11/2010; (2) Bacia Amazonica, Drenagem Rio Xingu, Rio Culuene,
municipio de Canarana — MT, em 17/11/2010; (3) Bacia Amazonica, Drenagem Rio Negro,
Rio Negro e afluentes, municipio de Santa Isabel do Rio Negro — AM, em 05 a 11/02/2011;
(4) Drenagem Rio Guama e afluentes, municipio de Braganca e arredores — PA, em 31/01 a
09/02/2012. Os individuos coletados a fresco foram anestesiados por imersdo em solucao
de benzocaina (dissolvida em alcool absoluto na dose de 0,1 g para 5 1 de 4gua) e os 6rgaos
presentes na cavidade abdominal foram expostos através de uma sec¢do ventral do corpo do
animal. Logo apés, os machos sexualmente maduros tiveram o aparelho reprodutor
retirado, e conservado em solucdo fixadora de Karnovsky para andlise posterior. Todos os

exemplares utilizados foram subsequentemente fixados em formol 4%, conservados em
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alcool 70% e serdo depositados em cole¢des zoologicas como espécimes-testemunho. Nos
casos em que os espécimes ndo foram coletados a fresco, estes foram obtidos como
espécimes ja fixados em formol a 4% e preservados em dalcool 70% na condicdo de
empréstimo ou doacdo das Colegdes Ictioldogicas e Museus que apresentaram
disponibilidade para tal. Os exemplares fixados e tomados como empréstimo foram re-
hidratados em série decrescente de dlcool e imersos em solugdo fixadora apropriada, como

descrito para os individuos coletados a fresco.

2.1.2 Os espécimes representantes das familias Africanas

Foram coletadas 124 amostras de tecidos gonadais que representam as familias
Alestidae, Hepsetidae, Citharinidae e Distichodontidae, sendo 55 provenientes do South
African Institute for Aquatic Biodiversity (SAIAB), que abriga a National Fish Collection,
localizada em Grahamstown - Africa do Sul, e 69 da colecdo ictiolégica do American
Museum of Natural History (AMNH), Nova lorque, Estados Unidos da América. Ao final
da tese estd anexada a carta de permanéncia e utilizacdo da cole¢do e das instalagdes do
SAIAB (Anexo ) e AMNH (Anexo II).

A tabela 1 apresenta todos os tdxons analisados (Neotropicais e Africanos).

2.2 Preparacao do material para a microscopia eletrénica de transmissao

Os fragmentos dos testiculos de espécimes sexualmente maduros, contendo
esperma, foram pds-fixados em tetroxido de dsmio 1% por 2 horas, no escuro, lavados em
agua destilada, contrastados em bloco com solugdo aquosa de acetato de uranila 0,5% e
novamente lavados. Seguiu-se, entdo, a desidratacdo em série crescente de concentracao de
acetona e a infiltracdo por um periodo de 12 horas em solucdo 1:1 de mistura de acetona e
Araldite. Apos a infiltracdo, os fragmentos de testiculos foram pré-incluidos em mistura de
Araldite, em frasco aberto, colocados em estufa a 37° C por 1 hora, seguindo-se a inclusio
em nova mistura de 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, sem filme suporte e contrastados em acetato de uranila a partir
de uma solucdo saturada preparada em etanol 50%, por 20 minutos, no escuro. Apos

lavagem por varias vezes em alcool 50%, o material sofreu nova contrastagcdo em citrato de
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chumbo por 10 minutos, seguida de lavagem, por varias vezes, em agua 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 copias fotograficas

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

Tabela 1. Relagdo dos taxons utilizados na descrigdo da espermiogénese e da forma final
dos espermatozoides e para a andlise filogenética morfologica. Em destaque estdo as
espécies descritas neste estudo.

Referéncia N° Familia Subfamilia Espécie

Outgroup - Enraizamento Siluriformes

Burns et al. (2009) 1 Heptapteridae Pimelodella sp.

Ingroup Characiformes

Matos et al. (2000) 1 Acestrorhynchidae Acestrorhynchus falcatus
Verissimo-Silveira (2007) 2 Acestrorhynchidae Acestrorhynchus pantaneiro
Baicere-Silva (2013) 3 Acestrorhynchidae Acestrorhynchus falcirostris
Shahin (2006) 4 Alestidae Alestes dentex

Este estudo 5  Alestidae Bryconalestes longipinnis
Este estudo 6  Alestidae Alestopetersius compressus
Este estudo 7 Alestidae Arnoldichthys spilopterus
Este estudo 8  Alestidae Brachypetersius altus

Este estudo 9 Alestidae Brycinus imberi

Este estudo 10  Alestidae Brycinus lateralis

Este estudo 11  Alestidae Micralestes acutidens

Este estudo 12 Alestidae Rhabdalestes rhodesiensis
Pecio (2009) 13 Alestidae Phenacogrammus interruptus
Verissimo-Silveira (2007) 14 Anostomidae Abramites sp.
Verissimo-Silveira (2007) 15  Anostomidae Leporinus lacustris
Verissimo-Silveira et al. (2006) 16 Bryconidae Brycon microlepis
Verissimo-Silveira et al. (2006) 17  Bryconidae Brycon orbignyanus
Verissimo-Silveira et al. (2006) 18  Bryconidae Salminus brasiliensis
Baicere-Silva (2013) 19  Bryconidae Brycon hilarii

Baicere-Silva (2013) 20 Bryconidae Salminus maxilosus

Santana et al. (2013a) 21  Characidae Astyanax altiparanae
Gusmao-Pompiani (2003) 22 Characidae Tetragonopterus argenteus
Baicere-Silva (2013) 23 Characidae Astyanax bimaculatus
Santana et al. (2013a) 24 Characidae Moenkhausia sanctaefilomenae
Baicere-Silva (2013) 25  Characidae Inpaychthys kerri
Baicere-Silva et al. (2011a) 26  Characidae Stevardiinae Bryconamericus stramineus
Baicere-Silva (2013) 27  Characidae Cheirodontinae ~ Cheirodon stenodon
Baicere-Silva et al. (2011a) 28 Characidae Stevardiinae Creagrutus meridionalis
Baicere-Silva et al. (2011a) 29  Characidae Stevardiinae Hemibrycon surinamensis
Pecio et al. (2007) 30 Characidae Hemigrammus herythrozonus
Baicere-Silva (2013) 31 Characidae Hyphessobrycon eques
Baicere-Silva et al. (2011a) 32 Characidae Stevardiinae Knodus meridae
Gusmao-Pompiani (2003) 33 Characidae Characinae Roeboides microlepis
Baicere-Silva (2013) 34  Characidae Stevardiinae Mimagoniates microlepis
Burns et al. (2009) 35 Characidae Stevardiinae Gephyrocharax atricaudatus
Este estudo 36 Chalceidae Chalceus epakros
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Mattei et al. (1995- apud Burns et 37 Citharinidae Citharinus sp.

al.2009)

Verissimo-Silveira (2007) 38 Crenuchidae Characidiinae Characidium gomesi
Este estudo 39 Crenuchidae Characidiinae Characidium sp.

Este estudo 40 Crenuchidae Crenuchinae Crenuchus spilurus
Verissimo-Silveira (2007) 41 Curimatidae Psectrogaster essequibenses
Este estudo 42 Ctenoluciidae Boulengerella cuvieri
Este estudo 43 Ctenoluciidae Ctenolucius hujeta
Verissimo-Silveira (2007) 44  Cynodontidae Raphiodon vulpinus

Este estudo 45 Distichodontidae Distichodus affinis

Este estudo 46 Distichodontidae Distichodus decemmaculatus
Este estudo 47 Distichodontidae Distichodus fasciolatus
Este estudo 48 Distichodontidae Ichthyborus ornatus
Este estudo 49 Distichodontidae Nannocharax sp.

Este estudo 50 Distichodontidae Neolebias trilineatus
Este estudo 51 Distichodontidae Phago boulengeri

Este estudo 52 Distichodontidae Xenocharax spilurus
Burns et al. (2009) 53 Erythrinidae Erythrinus erythrinus
Verissimo-Silveira (2007) 54  Erythrinidae Hoplerythrinus unitaeniatus
Quagio-Grassiotto et al. (2001) 55  Erythrinidae Hoplias malabaricus
Este estudo 56 Hepsetidae Hepsetus odoe

Santana et al. (2013a) 57 Iguanodectidae Bryconops affinis

Este estudo 58 Lebiasinidae Pyrrhulininae Nannostomus beckfordi
Este estudo 59 Lebiasinidae Pyrrhulininae Nannostomus eques
Este estudo 60 Lebiasinidae Pyrrhulininae Nannostomus nitidus
Este estudo - Santana ef al. 61 Lebiasinidae Lebiasininae Lebiasina aff. festae
(2013b)

Este estudo - Santana ef al. 62 Lebiasinidae Lebiasininae Lebiasina bimaculata
(2013b)

Este estudo - Santana et al. 63 Lebiasinidae Lebiasininae Lebiasina erythrinoides
(2013b)

Este estudo - Santana et al. 64 Lebiasinidae Lebiasininae Lebiasina melanoguttata
(2013b)

Este estudo - Santana et al. 65 Lebiasinidae Lebiasininae Lebiasina aff. uruyensis1
(2013b)

Este estudo - Santana et al. 66 Lebiasinidae Lebiasininae Lebiasina aff. uruyensis2
(2013b)

Este estudo - Santana ef al. 67 Lebiasinidae Lebiasininae Piabucina boruca
(2013b)

Este estudo - Santana et al. 68 Lebiasinidae Lebiasininae Piabucina elongata
(2013b)

Este estudo - Santana ef al. 69 Lebiasinidae Lebiasininae Piabucina panamensis
(2013b)

Este estudo 70  Lebiasinidae Pyrrhulininae Copella nattereri

Este estudo 71 Lebiasinidae Pyrrhulininae Copeina sp.

Burns et al. (2009) 72  Lebiasinidae Pyrrhulininae Pyrrhulina australis
Verissimo-Silveira (2007) 73 Prochilodontidae Prochilodus lineatus
Gusmao-Pompiani (2009) 74  Serrasalmidae Piaractus mesopotamicus
Gusmao-Pompiani (2009) 75  Serrasalmidae Serrasalmus maculatus
Gusmao-Pompiani (2009) 76  Serrasalmidae Mpylossoma duriventre
Gusmao-Pompiani (2009) 77  Serrasalmidae Metynnis mola
Gusmao-Pompiani (2003) 78  Triportheidae Triportheus paranensis
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3. Andlise das sequéncias nucleotidicas

3.1 Amostras

Foram realizadas as atividades de extragdo de DNA, PCR (Polymerase Chain

Reaction) e o sequenciamento de 24 espécimens, correspondentes as familias que

constituem a superfamilia Erythrinoidea + a familia Crenuchidae, além de representantes

das familias Acestrorhynchidae e Iguanodectidae (Tabela 2). As sequéncias de mais 127

espécimens (Anexo III) provenientes da matriz de dados de Calcagnotto e colaboradores

(2005) foram incluidos na matriz final de dados.

Tabela 2. Relacao de espécies coletadas para a andlise filogenética molecular e os genes

efetivamente sequenciados para cada taxon.

Familia Espécie Ne Genes obtidos
Sia FKh 16S Rag2 Cytb
Crenuchidae: Characidiinae ~ Ammocryptocharax minutus 1 X X X X
Elachocharax geryi 2 X X X X X
Characidium sp. 3 X X X X X
Odontocharacidium aphanes 4 X X X X X
Crenuchidae: Crenuchinae Poecilocharax cf. weitzmani 5 X X X
Crenuchus spilurus 6 X X X X
Crenuchus sp. 7 X X X X X
Ctenoluciidae Boulengerella cuvieri 8§ X X X X
Boulengerella maculata 9 X X X X
Erythrinidae Erythrinus sp. 1 10 X X X X
Erythrinus sp. 2 11 X X X X X
Hoplias sp. (Pard) 12 X X X X X
Hoplias malabaricus 13 X X X X X
Hoplerythrinus uniataeniatus 4 X X X X X
Lebiasinidae Copella sp. (Para) 15 X X X X
Copella nattereri 16 X X X
Pyrrhulina sp. (Pard) 17 X X X X X
Nannostomus eques 18 X X X X
Nannostomus nitidus 19 X X X X
Nannostomus marilynae 20 X X X X
Nannostomus marginatus 21 X X X
Acestrorhynchidae Acestrorhynchus cf. falcirostris 22 X X X X
Acestrorhynchus grandoculis 23 X X X X X
Iguanodectidae Iguanodectes sp. 24 X X X X X
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3.2 Obtencao das sequéncias nucleotidicas

Amostras de tecido, principalmente musculo, foram obtidas a partir de espécimens
coletados a fresco. O DNA foi extraido de tecidos preservados em EtOH 95% utilizando o
método de extracdao Salina (Aljanabi e Martinez, 1997). Para a reagao de amplificacdao por
PCR foram utilizados os mesmos primers utilizados por Calcagnotto e colaboradores
(2005) para as sequéncias parciais dos genes RAG2 (nuclear recombination activating
gene), FKh (forkhead), Sia (seven in absentia), 16S e Cyt b (cytochrome b) (Tabela 3).
Sendo 16S e Cyt b genes mitocondriais e os genes RAG2, Fkh e Sia nucleares. A reacdo de
PCR (Tabela 4) foi realizada com um total de 25 pl cada (2,5 ul 10mM (NH4)SO2 + 0,75
ul 15mM MgClI2; 1,5 pl 10mM de cada primer; 2,5 ul ANTP 200nM; 0,5 pul Amplitaq
(Perkin- Elmer); 1 pl de DNA e 14,75 ul dH20). As reacdes de PCR apenas para o gene
RAG?2 seguiram dois ciclos de amplificacdo (Nested - PCR): um primeiro ciclo (1° PCR)
com o par de primers descritos por Lovejoy (2001) e o segundo ciclo (2° PCR) com o par
descrito por Oliveira e colaboradores (2011), sendo que a primeira amplifica¢do realizada
para o gene resultou em um produto de PCR que foi utilizado como molde nas rea¢des com
o segundo par de primers. Para a reagdo de sequenciamento, os amplicons foram
diretamente sequenciados em ambas as diregdes (3°-5" e 5°-3") utilizando os mesmos
primers utilizados durante a reagcdo de amplificacdo, utilizando-se Big-Dye (Perkin-Elmer)
em termociclador. Apos, os produtos da reagdo de sequenciamento foram purificados por
precipitacdo com etanol e glicogénio, e analisados em sequenciador automatico ABI Prism
Genetic Analizer 3100.

Tabela 3. Sequéncias dos primers utilizados para os genes estudados. As sequéncias estao
listadas no sentido 5’ para 3°.

Gene Sequéncia do primer Fonte

16S ar ACG CCT GTT TAT CAA AAA CAT Palumbi (1996)

16S br CCG GTC TGA ACT CAG ATCACG T Palumbi (1996)

Cytb L 14841 AAA AAG CTT CCA TCC AAC ATC TCA GCA TGA TGA  Kocher ef al. (1989)
AA

Cytb H 15915 AAC TGC CAG TCA TCT CCG GTT TAC AAG AC Irwing ef al. (1991)

sia/T3 ATT AAC CCT CAC TAA AGT CGA GTG CCC CGT GTG  Friesen (1999)
YTT YGA YTA

sia/T7 AAT ACG ACT CAC TAT AGG AAG TGG AAG CCG AAG  Friesen (1999)
CAG SWY TGC ATC AT

fkh/T3 ATT AAC CCT CAC TAA AGT CCC TAC TCC TAC ATC Friesen (1999)
TCC CTG ATH ACN ATG

fkh/T7 AAT ACG ACT CAC TAT AGC GCA GGT AGC AGC CGT  Friesen (1999)
TYT CRA ACA TRT
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RAG2 - 1°PCR

RAG2 aF TTT GGR CAR AAG GGC TGG CC Lovejoy (2001)
RAG2 bF GTR GAR TAG TAG GGC TCC CA Lovejoy (2001)
RAG2 bR TGR TCC ARG CAG AAG TAC TT G Lovejoy (2001)
RAG2 - 2° PCR

176R GYGCCATCTCATTCTCCAACA Oliveira et al. (2011)
Rag2Ri AGAACAAAAGATCATTGCTGGTCGGG Oliveira et al. (2011)

Tabela 4. Condi¢des da reacdo de amplificacdo (PCR) para cada primer.

Primer Denaturagao Ciclos Extensao
(959 (729
16S 10 minutos 35x 95 °C/30's, 48 °C/45 s, 72 °C/45 s 7 minutos
Cyt b 5 minutos 30x 95 °C/30 s, 48 °C/45 s, 72 °C/90 s 7 minutos
fkh 5 minutos 30x 95 °C/30 s, 55 °C/30's, 72 °C/45 s 7 minutos
sia 5 minutos 30x 95 °C/30 s, 60 °C/30's, 72 °C/45s 7 minutos
RAG2 - 1°e2°PCR 5 minutos 30x 95 °C/30 s, 48 °C/45s,72°C/90 s 7 minutos

4. Analise filogenética
4.1 Reconstrucio filogenética molecular e de evidéncia total

Todas as sequéncias obtidas foram editadas com a utilizagdo do programa
Sequencher (Gene Codes Corporation) através de inspe¢do visual e comparagdo com seus
respectivos eletroferogramas. As sequéncias foram alinhadas utilizando o programa Muscle
(Edgar, 2004) com os parametros de default, e os alinhamentos foram visualmente
checados na busca de erros Obvios de alinhamento. As sequéncias alinhadas foram
analisadas no TNT 1.1(Goloboff ef al., 2008) utilizando Maxima ParcimoOnia. A analise
molecular e de evidéncia total incluiram representantes de 21 familias da ordem
Characiformes, sendo 04 que compdem Erythrinoidea (Erythrinidae, Ctenoluciidae,
Lebiasinidac e Hepsetidae) e 17 das outras familias (Citharinidae, Distichodontidae,
Crenuchidae, Chalceidae, Triportheidae, Acestrorhynchidae, Iguanodectidae, Bryconidae,
Characidae, Serrasalmidae, Cynodontidae, Parodontidae, Hemiodontidae, Prochilodontidae,
Chilodontidae, Anostomidae, Alestidae). Para analise de evidéncia total, os caracteres
foram concatenados utilizando um script em editor de texto (*.txt) conforme exemplificado
na documentac¢ao do TNT. Além das sequéncias obtidas no presente trabalho, foi utilizada a
matriz de dados moleculares de Calcagnotto e colaboradores (2005). Foi aplicado o método
de busca heuristica com 1000 réplicas utilizando o algoritmo TBR, com 100 &rvores

mantidas na memoria a cada replicacdo. Os gaps foram tratados como entradas faltantes
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(missing data), e todos os caracteres como ndo ordenados, e as transformagdes dos
caracteres foram igualmente pesadas. Os ndés com comprimento igual a zero foram
colapsados. O suporte relativo dos nos, na analise molecular e evidéncia total, foi estimado
usando Bootstrap (BT, Felsenstein, 1985) e o suporte de Bremer (BR, Bremer, 1988, 1994).
Os valores de Bootstrap foram estimados a partir de 1000 pseudoréplicas, cada uma
empregando RAS (Random stepwise addition sequences). Para o suporte de Bremer foi

usada a busca heuristica com algoritmo TBR.

4.2 Reconstrugio filogenética morfologica

A matriz de caracteres foi construida e editada utilizando-se o programa WinClada
(versao 1.00.18), e o conjunto de dados obtidos foram tratados como nao-ordenados. Para
esta andlise filogenética, que envolve grupos com diferentes eventos durante a
espermiogénese, os caracteres oriundos da espermiogénese e dos espermatozoides foram
descritos na sua unidade e ndo como tipos. Alguns caracteres foram tratados como
dependentes da espermiogénese, seguindo a proposicao realizada por Baicere-Silva (2013).
Para testar a monofiletismo da superfamilia Erythrinoidea com base nos caracteres
espermaticos, foram incluidos representantes das quatro familias que a compde:
Ctenoluciidae, Erthrinidae, Hepsetidae e Lebiasinidae, de acordo com a proposta de
Buckup (1998). Ainda, considerando principalmente a proposta de relagdes filogenéticas de
Calcagnotto e colaboradores (2005), foram incluidos representantes das familias de
Characiformes africanos Distichodontidae, Citharinidae e Alestidae, além das familias
neotropicais Bryconidae, Chalceidae, Crenuchidae, Characidae, Acestrorhynchidae,
Cynodontidae, Serrasalmidae, Prochilodontidae, Anostomidae e Curimatidae, conforme a
tabela 1. A matriz foi enraizada em Pimelodella sp. (ordem Siluriformes). A andlise de
parcimonia foi realizada utilizando-se o programa TNT 1.1 (Goloboft et al., 2008). Para
analise computacional foi empregado o algoritmo de busca tradicional, com 1000 réplicas
(com retengdo de até 100 arvores na memoria por replicacdo) com o algoritmo TBR (tree
bisection-reconnection). Apos a busca heuristica, as arvores igualmente parcimoniosas
foram submetidas novamente ao TBR para garantir que todas as arvores Otimas tenham
sido encontradas. Os valores de suporte foram calculados através do Bremer utilizando a

arvore de consenso estrito através de busca heuristica utilizando o algoritmo TBR.
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RESULTADOS
1. Dados morfologicos
1.1 Descricao do processo de espermiogénese
A descrigdo da espermiogénese foi organizada por familia. Nos casos em que nao ha

diferenca nos padroes de espermiogénese observados entre os tdxons de uma mesma
familia ou género, preferencialmente foi realizada uma descrigdo representativa para estes
taxons. A espermiogénese ndo foi obtida para a espécie Chalceus epakros devido a

condi¢do inadequada de fixagao do material.

Espermiogénese na familia Alestidae
Alestopetersius ~ compressus,  Arnoldichthys  spilopterus,  Micralestes  acutidens,
Rhabdalestes rhodesiensis

Os detalhes da espermiogénese sdo similares entre os quatro tdxons analisados, e ¢

apresentada uma descri¢ao geral para eles. Nas espermatides iniciais, o ntcleo € esférico e
apresenta cromatina finamente granular e homogeneamente distribuida (Figs. 10A-B). O
complexo centriolar posiciona-se lateralmente ao nlicleo e estd ancorado na membrana
plasmatica (Fig. 10A). O centriolo proximal ¢ anterior e obliquo em relacdo ao centriolo
distal (Fig. 10A-B). O centriolo distal diferencia-se em corpusculo basal e organiza o
axonema do flagelo em formagdo. O complexo centriolar migra em dire¢do ao nucleo. O
nucleo se movimenta sobre o complexo centriolar, no local onde uma depressao, a fossa
nuclear, ¢ formada no contorno nuclear, na altura do complexo centriolar. A massa de
organelas esta dispersa ao redor do nticleo, na regido oposta ao complexo centriolar (Fig.
10A). A cromatina inicia gradualmente um processo sincronico de condensacdo (Fig. 10A-
C). Em Alestopetersius compressus, o nicleo sofre uma rotagdo completa em direcdo ao
flagelo em desenvolvimento assumindo uma posi¢do excéntrica (Fig. 10B); em
Arnoldichthys spilopterus, Micralestes acutidens, Rhabdalestes rhodesiensis a rotagao
nuclear ¢ parcial em direcdo ao flagelo em desenvolvimento, assumindo uma posi¢do
fortemente excéntrica (Fig. 10C). Com o processo de rotacao nuclear, o citoplasma também
se desloca em direcao ao eixo flagelar, originando a pega intermediaria (Fig. 10C). Como o
centriolo distal estd ancorado na membrana plasmatica, no momento em que o citoplasma
desloca-se em dire¢do ao eixo flagelar, ele circunda o segmento inicial do flagelo,
formando o canal citoplasmatico (Fig. 10A, C). A pe¢a intermediaria ¢ fortemente
assimétrica em relagcdo ao eixo flagelar (Fig. 10C). O axonema do flagelo é representado

pelo arranjo cléssico, 9+2 (ndo mostrado).
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Figura 10. Espermiogénese representativa para Alestopetersius compressus, Arnoldichthys
spilopterus, Micralestes acutidens, Rhabdalestes rhodesiensis. As eletromicrografias sio
cortes longitudinais correspondentes a (A, B) Alestopetersius compressus e (C) Micralestes
acutidens. O flagelo ¢ inicialmente lateral ao nucleo. A rotagdo nuclear esta presente, sendo
completa em Alestopetersius compressus (B), e incompleta em Arnoldichthys spilopterus,
Micralestes acutidens, Rhabdalestes rhodesiensis (C). Legendas: d: centriolo distal, f:
flagelo, n: nucleo, p: centriolo proximal, pi: pega intermediaria, v: vesicula, asterisco: canal

citoplasmatico, seta: fossa nuclear.
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Brachypetersius altus

O nuGcleo da espermdtide inicial ¢ esférico e apresenta cromatina granular e
homogeneamente distribuida (Fig. 11A). O complexo centriolar posiciona-se lateralmente
ao nucleo e estd ancorado na membrana plasmatica (Fig. 11A). O centriolo proximal ¢
aparentemente perpendicular em relacdo ao centriolo distal (Fig. 11A-B). Estes estdo
ancorados, respectivamente, ao envelope nuclear ¢ 8 membrana plasmatica, e também um
em relacdo ao outro, por fibrilas de estabilizacdo. O centriolo distal diferencia-se em
corpusculo basal e organiza o axonema do flagelo em formagdao. O complexo centriolar
migra em dire¢do ao nucleo (Fig. 11C). O ntcleo se movimenta sobre o complexo
centriolar, entdo, uma depressdo, a fossa nuclear, ¢ formada no contorno nuclear, na altura
do complexo centriolar (Fig. 11D). A massa de organelas esta dispersa ao redor do nucleo,
na regido oposta ao complexo centriolar (Fig. 11A). A cromatina inicia gradualmente um
processo sincronico de condensacgdo (Fig. 11A-D). O nucleo sofre uma rotacdo em direcao
ao flagelo em desenvolvimento e assume uma posi¢do medial (Fig. 11B-D). Com o
processo de rotacao nuclear, o citoplasma também se desloca em direcdo ao eixo flagelar,
originando a peca intermediaria (Fig. 11D). Como o centriolo distal esta ancorado na
membrana plasmatica, no momento em que o citoplasma desloca-se em direcdo ao eixo
flagelar, ele circunda o segmento inicial do flagelo, formando o canal citoplasmatico (Fig.
11D). A peca intermedidria ¢ assimétrica em relacdo ao eixo flagelar e contém as
mitocondrias e as vesiculas (Fig. 11D). O axonema do flagelo ¢ representado pelo arranjo

classico, 9+2 (ndo mostrado).
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Figura 11. Espermiogénese em Brachypetersius altus. A — D. Cortes longitudinais a partir
da espermatide inicial (A) até a espermadtide final (D). Note que o nucleo inicialmente ¢
lateral ao flagelo e ao complexo centriolar. A rota¢do nuclear ocorre, com o ntcleo
deslocando-se em dire¢do ao flagelo, sobre o complexo centriolar, assumindo uma posi¢ao
medial na espermatide final (D). Legenda: c: citoplasma, d: centriolo distal, f: flagelo, m:
mitocondria, n: nicleo, p: centriolo proximal, pi: pe¢a intermedidria, v: vesicula, asterisco:

canal citoplasmatico em formagao, seta: fossa nuclear.
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Bricynus imberi

O nuGcleo da espermdtide inicial ¢ esférico e apresenta cromatina granular e
homogeneamente distribuida (Fig. 12A). O complexo centriolar posiciona-se lateralmente
ao nucleo e esta ancorado na membrana plasmatica (Fig. 12B-D). O centriolo proximal ¢
aparentemente perpendicular em relacdo ao centriolo distal (Fig. 12D). Estes estdo
ancorados, respectivamente, ao envelope nuclear ¢ 8 membrana plasmatica, e também um
em relacdo ao outro, por fibrilas de estabilizacdo. O centriolo distal diferencia-se em
corpusculo basal e organiza o axonema do flagelo em formagdao. O complexo centriolar
migra em direcdo ao nucleo. O nicleo se movimenta sobre o complexo centriolar, entdo,
uma depressdo, a fossa nuclear, ¢ formada no contorno nuclear, na altura do complexo
centriolar (Fig. 12C-E). A massa de organelas estd dispersa ao redor do nucleo, na regido
oposta ao complexo centriolar (Fig. 12A-D). A cromatina inicia gradualmente um processo
sincronico de condensacdo (Fig. 12B-E). O nucleo sofre uma rotagdo em direcao ao flagelo
em desenvolvimento e assume uma posi¢do medial (Fig. 12B-F). Com o processo de
rotacdo nuclear, o citoplasma também se desloca em direcao ao eixo flagelar, originando a
peca intermedidria (Fig. 12F). Como o centriolo distal estd ancorado na membrana
plasmatica, no momento em que o citoplasma desloca-se em dire¢do ao eixo flagelar, ele
circunda o segmento inicial do flagelo, formando o canal citoplasmatico (Fig. 12D-F). A
peca intermediaria ¢ ligeiramente assimétrica em relacdo ao eixo flagelar e contém as
mitocondrias e as vesiculas (Fig. 12F). O axonema do flagelo ¢ representado pelo arranjo

classico, 9+2 (ndo mostrado).
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Figura 12. Espermiogénese em Brycinus imberi. Cortes longitudinais a partir da
espermatide inicial (A) até a espermatide final (F). Note que o nucleo inicialmente ¢ lateral
ao flagelo e ao complexo centriolar. A rotagdao nuclear ocorre, com o nucleo deslocando-se
em direcdo ao flagelo, sobre o complexo centriolar, assumindo uma posicdo medial na
espermatide final (F). Legenda: c: citoplasma, d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria,
n: nucleo, p: centriolo proximal, pi: peca intermediaria, asterisco: canal citoplasmatico em

formagao, seta: fossa nuclear.
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Brycinus lateralis

O nuGcleo da espermdtide inicial ¢ esférico e apresenta cromatina granular e
homogeneamente distribuida (Fig. 13A). O complexo centriolar posiciona-se lateralmente
ao nucleo e esta ancorado na membrana plasmatica (Fig. 13A-B). O centriolo proximal ¢
aparentemente perpendicular em relagdo ao centriolo distal (Fig. 13A-D). Estes estdo
ancorados, respectivamente, ao envelope nuclear ¢ 8 membrana plasmatica, e também um
em relacdo ao outro, por fibrilas de estabilizacdo. O centriolo distal diferencia-se em
corpusculo basal e organiza o axonema do flagelo em formagdao. O complexo centriolar
migra em direcdo ao nucleo. O nicleo se movimenta sobre o complexo centriolar, entdo,
uma depressdo, a fossa nuclear, ¢ formada no contorno nuclear, na altura do complexo
centriolar (Fig. 13B-E). A massa de organelas estd dispersa ao redor do nucleo, na regido
oposta ao complexo centriolar (Fig. 13B-D). A cromatina inicia gradualmente um processo
sincronico de condensagdo. O nucleo sofre uma rotacdo em direcdo ao flagelo em
desenvolvimento e assume uma posicao medial (Fig. 13B-F). Com o processo de rotacao
nuclear, o citoplasma também se desloca em direcdo ao eixo flagelar, originando a peca
intermediaria (Fig. 13D-F). Como o centriolo distal estd ancorado na membrana plasmatica,
no momento em que o citoplasma desloca-se em direcdo ao eixo flagelar, ele circunda o
segmento inicial do flagelo, formando o canal citoplasmatico (Fig. 13D-F). A peca
intermediaria € ligeiramente assimétrica em relacdo ao eixo flagelar e contém as
mitocondrias e as vesiculas (Fig. 13F). O axonema do flagelo ¢ representado pelo arranjo

classico, 9+2 (ndo mostrado).
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Figura 13. Espermiogénese em Brycinus lateralis. Cortes longitudinais a partir da
espermatide inicial (A) até a espermatide final (F). Note que o nucleo inicialmente ¢ lateral
ao flagelo e ao complexo centriolar. A rotagdo nuclear ocorre, com o nucleo deslocando-se
em direcdo ao flagelo, sobre o complexo centriolar, assumindo uma posi¢do medial na
espermatide final (F). Legenda: c: citoplasma, d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria,
n: nucleo, p: centriolo proximal, pi: peca intermedidria, v: vesicula, asterisco: canal

citoplasmatico em formagao, seta: fossa nuclear.
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Bryconalestes longipinnis

O nuGcleo da espermdtide inicial ¢ esférico e apresenta cromatina granular e
homogeneamente distribuida (Fig. 14A). O complexo centriolar posiciona-se lateralmente
ao nucleo e estd ancorado na membrana plasmatica (Fig. 14A). O centriolo proximal ¢
aparentemente perpendicular em relacdo ao centriolo distal (Fig. 14A). Estes estdo
ancorados, respectivamente, ao envelope nuclear ¢ 8 membrana plasmatica, e também um
em relacdo ao outro, por fibrilas de estabilizacdo. O centriolo distal diferencia-se em
corpusculo basal e organiza o axonema do flagelo em formagdao. O complexo centriolar
migra em direcdo ao nucleo. O nicleo se movimenta sobre o complexo centriolar, entdo,
uma depressdo, a fossa nuclear, ¢ formada no contorno nuclear, na altura do complexo
centriolar. A massa de organelas estd dispersa ao redor do ntcleo, na regido oposta ao
complexo centriolar (Fig. 14A). A cromatina inicia gradualmente um processo sincronico
de condensacdo (Fig. 14A-D). O nucleo sofre uma rotagdo em dire¢do ao flagelo em
desenvolvimento e assume uma posicao medial (Fig. 14A-D). Com o processo de rotagao
nuclear, o citoplasma também se desloca em direcdo ao eixo flagelar, originando a peca
intermediaria (Fig. 14B-D). Como o centriolo distal estd ancorado na membrana
plasmatica, no momento em que o citoplasma desloca-se em dire¢do ao eixo flagelar, ele
circunda o segmento inicial do flagelo, formando o canal citoplasmatico (Fig. 14B, D). A
peca intermediaria ¢ ligeiramente assimétrica em relacdo ao eixo flagelar e contém as
mitocondrias e as vesiculas (Fig. 14D). O axonema do flagelo ¢ representado pelo arranjo

classico, 9+2 (ndo mostrado).
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Figura 14. Espermiogénese em Bryconalestes longipinnis. A — D. Cortes longitudinais a
partir da espermatide inicial (A) até a espermatide final (D). Note que o nucleo inicialmente
¢ lateral ao flagelo e ao complexo centriolar. A rotagdo nuclear ocorre, com o nicleo
deslocando-se em direg¢do ao flagelo, sobre o complexo centriolar, assumindo uma posi¢ao
medial na espermatide final (D). Legenda: c: citoplasma, d: centriolo distal, f: flagelo, m:
mitocondria, n: nucleo, p: centriolo proximal, pi: pe¢a intermedidria, v: vesicula, asterisco:

canal citoplasmatico em formagao, seta: fossa nuclear.
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Familia Crenuchidae
Subfamilia Characidiinae
Characidium sp.
As informagdes da espermiogénese utilizadas neste estudo, na se¢do discussao e na
matriz de caracteres para Characacidium sp., foram aquelas descritas por Verissimo-

Silveira (2007) utilizando a espécie Characidium gomesi.

Subfamilia Crenuchinae
Crenuchus spilurus

O nuGcleo da espermdtide inicial ¢ esférico e apresenta cromatina granular e
homogeneamente distribuida (Fig. 15A). O complexo centriolar posiciona-se lateralmente
ao nucleo e estd ancorado na membrana plasmatica (Fig. 15A). O centriolo proximal ¢
antero-lateral em relagdo ao centriolo distal (Fig. 15A). Estes estdo ancorados,
respectivamente, ao envelope nuclear ¢ 8 membrana plasmatica, e também um em relacio
ao outro, por fibrilas de estabilizacdo. O centriolo distal diferencia-se em corpusculo basal e
organiza o axonema do flagelo em formacao. O complexo centriolar migra em dire¢ao ao
nucleo. O nucleo se movimenta sobre o complexo centriolar, e entdo, uma depressao, a
fossa nuclear dupla, ¢ formada no contorno nuclear, na altura do complexo centriolar (15A,
C). A massa de organelas esta dispersa ao redor do nucleo, na regido oposta ao complexo
centriolar (Fig. 15A). A cromatina inicia gradualmente um processo sincronico de
condensagdo (Fig. 15A-C). O nucleo sofre uma rotagdo em dire¢do ao flagelo em
desenvolvimento e assume uma posi¢do medial (Fig. 15C). Com o processo de rotacao
nuclear, o citoplasma também se desloca em direcdo ao eixo flagelar, originando a peca
intermediaria (Fig. 15A, C). Como o centriolo distal estd ancorado na membrana
plasmatica, no momento em que o citoplasma desloca-se em direcdo ao eixo flagelar, ele
circunda o segmento inicial do flagelo, formando o canal citoplasmatico (Fig. 15C). A peca
intermediaria € simétrica em relagdo ao eixo flagelar e contém as mitocondrias e as
vesiculas (Fig. 15A, C). O axonema do flagelo ¢é representado pelo arranjo classico, 9+2

(ndo mostrado).
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Figura 15. Espermiogénese em Crenuchus spilurus. A — C. Cortes longitudinais a partir da
espermatide inicial (A) até a espermatide final (C). Note que o ntcleo ¢ inicialmente lateral
ao flagelo e ao complexo centriolar. A rotacdo nuclear ocorre, com o nticleo deslocando-se
em direcdo ao flagelo, sobre o complexo centriolar, assumindo uma posicdo medial na
espermatide final (C). Legenda: d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria, n: nucleo, p:
centriolo proximal, pi: peca intermediaria, v: vesicula, asterisco: canal citoplasmatico em

formagao, seta: fossa nuclear.
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Familia Ctenoluciidae
Boulengerella cuvieri

O nucleo da espermatide inicial € esférico e apresenta cromatina granular e
homogeneamente distribuida (Fig. 16A). O complexo centriolar posiciona-se lateralmente
ao nucleo e estd ancorado na membrana plasmatica (Fig. 16A). O centriolo proximal ¢
ligeiramente obliquo a perpendicular em relagdo ao centriolo distal (Fig. 16B-inset). Estes
estdo ancorados, respectivamente, ao envelope nuclear e 8 membrana plasmatica, e também
um em relacdo ao outro, por fibrilas de estabilizagdo. O centriolo distal diferencia-se em
corpusculo basal e organiza o axonema do flagelo em formacdo. O complexo centriolar
migra em direcdo ao nucleo. O nicleo se movimenta sobre o complexo centriolar, entdo,
uma depressdo, a fossa nuclear, ¢ formada no contorno nuclear, na altura do complexo
centriolar (Fig. 16B-C). A massa de organelas est4 dispersa ao redor do nucleo, na regido
oposta ao complexo centriolar (Fig. 16A-C). A cromatina inicia gradualmente um processo
sincronico de condensagdo. O nucleo sofre uma rotacdo em direcdo ao flagelo em
desenvolvimento e assume uma posicao medial (Fig. 16B-E). Com o processo de rotagao
nuclear, o citoplasma também se desloca em direcdo ao eixo flagelar, originando a peca
intermediaria (Fig. 16D-F). Como o centriolo distal estd ancorado na membrana plasmaética,
no momento em que o citoplasma desloca-se em direcdo ao eixo flagelar, ele circunda o
segmento inicial do flagelo, formando o canal citoplasmatico (Fig. 16F). A peca
intermediaria € ligeiramente assimétrica em relacdo ao eixo flagelar e contém as
mitocondrias e as vesiculas (Fig. 16F). O axonema do flagelo é representado pelo arranjo

classico, 9+2 (ndo mostrado).
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Figura 16. Espermiogénese em Boulengerella cuvieri. Cortes longitudinais a partir da
espermatide inicial (A) até a espermatide final (F). Note que o nucleo inicialmente ¢ lateral
ao flagelo e ao complexo centriolar. A rotacdo nuclear ocorre, com o nucleo deslocando-se
em direcdo ao flagelo, sobre o complexo centriolar, assumindo uma posicdo medial na
espermatide final (F). Legenda: c: citoplasma, d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria,
n: nucleo, p: centriolo proximal, pi: peca intermedidria, v: vesicula, asterisco: canal

citoplasmatico em formagao, seta: fossa nuclear.
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Ctenolucius hujeta

O nuGcleo da espermdtide inicial ¢ esférico e apresenta cromatina granular e
homogeneamente distribuida (Fig. 17a). O complexo centriolar posiciona-se lateralmente
ao nucleo e esta ancorado na membrana plasmatica (Fig. 17a, b). O centriolo proximal ¢
ligeiramente obliquo a perpendicular em relagdo ao centriolo distal (Fig. 17b). Estes estao
ancorados, respectivamente, ao envelope nuclear ¢ 8 membrana plasmatica, e também um
em relacdo ao outro, por fibrilas de estabilizacdo. O centriolo distal diferencia-se em
corpusculo basal e organiza o axonema do flagelo em formagdao. O complexo centriolar
migra em direcdo ao nucleo. O nicleo se movimenta sobre o complexo centriolar, entdo,
uma depressdo, a fossa nuclear, ¢ formada no contorno nuclear, na altura do complexo
centriolar (Fig. 17b, d). As organelas estdo dispersas ao redor do ntcleo, na regido oposta
ao complexo centriolar. A cromatina inicia gradualmente um processo sincronico de
condensagdo. O nucleo sofre uma rotacdo em direcdo ao flagelo em desenvolvimento e
assume uma posi¢ao medial (Fig. 17b-d). Com o processo de rotacdo nuclear, o citoplasma
também se desloca em dire¢do ao eixo flagelar, originando a peca intermediaria (Fig. 17b-
d). Como o centriolo distal estd ancorado na membrana plasmatica, no momento em que o
citoplasma desloca-se em dire¢do ao eixo flagelar, ele circunda o segmento inicial do
flagelo, formando o canal citoplasmatico (Fig. 17b-d). A peca intermedidria ¢ ligeiramente
assimétrica em relacdao ao eixo flagelar e contém as mitocondrias e as vesiculas (Fig. 17b-

d). O axonema do flagelo ¢ representado pelo arranjo cléssico, 9+2 (ndo mostrado).
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Figura 17. Espermiogénese em Ctenolucius hujeta. Cortes longitudinais a partir da
espermatide inicial (A) até a espermatide final (D). Note que o nucleo inicialmente ¢ lateral
ao flagelo e ao complexo centriolar. A rotacdo nuclear ocorre, com o nticleo deslocando-se
em dire¢do ao flagelo, sobre o complexo centriolar, assumindo uma posicdo medial na
espermatide final (D). Legenda: c: citoplasma, d: centriolo distal, f: flagelo, n: nucleo, p:
centriolo proximal, pi: pe¢a intermedidria, asterisco: canal citoplasmatico em formacao,

seta: fossa nuclear. Barra: 0,5 um.
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Espermiogénese na familia Distichodontidae
Nannocharax sp. (Este tdxon estd sendo utilizado como representativo para toda a familia)
O nucleo da espermatide inicial ¢ esférico e apresenta cromatina granular e
homogeneamente distribuida (Fig. 18A). O complexo centriolar posiciona-se excéntrico a
medial ao nucleo e estd ancorado na membrana plasmatica (Fig. 18A). Estes estdo
ancorados, respectivamente, ao envelope nuclear ¢ 8 membrana plasmatica, e também um
em relagdo ao outro, por fibrilas de estabilizacdo. O centriolo distal diferencia-se em
corpusculo basal e organiza o axonema do flagelo em formagdao. O complexo centriolar
migra em direcdo ao nucleo. O nucleo se movimenta sobre o complexo centriolar (Fig.
18B). A fossa nuclear ndo ¢ formada no contorno nuclear (Fig. 18B-C). A massa de
organelas esta dispersa ao redor do nucleo, na regido oposta ao complexo centriolar (Fig.
18A-C). O nucleo sofre uma rotagdo em direcao ao flagelo em desenvolvimento e assume
uma posicdo medial (Fig. 18B-F). A cromatina inicia gradualmente um processo
assincronico de condensacdo, a partir da base para o apice do nucleo (Fig. 18D-F). Nesta
etapa, o nucleo inicia o processo de alongamento em dire¢ao oposta ao flagelo (Fig. 18F), e
torna-se com o formato mais proximo daquele encontrado no espermatozoide, conico. Com
o processo de rotacdo nuclear, o citoplasma também se desloca em dire¢do ao eixo flagelar,
originando a pec¢a intermediaria (Fig. 18F). Como o centriolo distal estd ancorado na
membrana plasmatica, no momento em que o citoplasma desloca-se em dire¢ao ao eixo
flagelar, ele circunda o segmento inicial do flagelo, formando o canal citoplasmatico. A
peca intermedidria ¢ ligeiramente assimétrica em relacdo ao eixo flagelar e contém as
mitocondrias e as vesiculas (Fig. 18F). O axonema do flagelo ¢ representado pelo arranjo

classico, 9+2 (ndo mostrado).
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Figura 18. Espermiogénese em Nannocharax sp. Cortes longitudinais a partir da
espermatide inicial (A) até a espermatide final (F). Note que o nucleo inicialmente ¢
excéntrico a medial ao flagelo e ao complexo centriolar. A rotagdo nuclear ocorre, com o
nucleo deslocando-se em direcdo ao flagelo, sobre o complexo centriolar, assumindo uma
posicao medial na espermatide final (F). Note em (D) o excesso de citoplasma (c) sendo
liberado a partir da espermatide intermediaria. Em (F) o nucleo inicia o processo de
alongamento em direcdo oposto ao eixo flagelar. Legenda: c: citoplasma, d: centriolo distal,
f: flagelo, m: mitocondria, n: nucleo, p: centriolo proximal, pi: peca intermediaria,

v:vesicula, asterisco: canal citoplasmatico em formagao, seta: fossa nuclear.
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Familia Hepsetidae
Hepsetus odoe

Nas espermatides iniciais o nucleo ¢ esférico, preenchido por cromatina granular e
homogeneamente distribuida e circundado por citoplasma contendo as organelas (Fig.
19A). O complexo centriolar dispde-se lateralmente ao nucleo (Fig. 19A). O centriolo
proximal ¢ anterior e obliquo em relacdo ao distal (Fig. 19A). O centriolo distal diferencia-
se em corpusculo basal e organiza o axonema do flagelo. O complexo centriolar ndo migra
em dire¢do ao nucleo. O nucleo desloca-se ligeiramente em dire¢do ao complexo centriolar,
permanecendo apenas uma pequena por¢ao dele cobrindo o complexo centriolar (Fig. 19B,
C). Uma tnica depressdo rasa, a fossa nuclear, ¢ formada no contorno nuclear, na altura do
complexo centriolar (Fig. 19C). O citoplasma desloca-se em direcdo ao eixo flagelar
formando a peca intermediaria (Fig. 19A, C). Como o centriolo distal estd ancorado a
membrana plasmatica, no momento em que o citoplasma desloca-se em direcdo ao flagelo,
ele circunda o segmento inicial do flagelo formando o canal citoplasmatico (Fig. 19B, C).
A compactagdo da cromatina avanca gradativamente (Fig. 19A-C). A peca intermediaria ¢
baso-lateral ao flagelo sendo, consequentemente, fortemente assimétrica. Mitocondrias
alongadas e vesiculas estdo presentes na pega intermediaria (Fig. 19A, C). Nas
espermatides finais, a cromatina ¢ altamente condensada preenchendo todo o nucleo (Fig.
19C). O flagelo possui 0 axonema com arranjo classico (9 + 2) e ndo foram observadas

aletas flagelares (ndo mostrado).
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Figura 19. Espermiogénese de Hepsetus odoe. As fotomicrografias sao cortes longitudinais
das espermatide inicial (A) até a final (C). O flagelo (f) € inicialmente lateral nucleo (n). O
nucleo ndo sofre rotacdo em direcdo ao eixo flagelar (f). Consequentemente o complexo
centriolar (p, d) e a fossa nuclear (seta) sdo laterais. O citoplasma desloca-se em dire¢cdo ao
eixo flagelar e forma a pega intermediaria (pi). Legendas: asterisco: canal citoplasmatico,

seta: fossa nuclear, m: mitocondria, v: vesicula.
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Familia Lebiasinidae
Subfamilia Lebiasininae
Lebiasina aff. festae, L. bimaculata, L. erythrinoides, L. melanoguttata, L. aff. uruyensisl,
L. aff. uruyensis2, Piabucina boruca, P. elongata € P. panamensis

Nas espermatides iniciais o nucleo ¢ esférico, preenchido por cromatina granular e
homogeneamente distribuida e circundado por citoplasma contendo as organelas (Fig. 20a).
O complexo centriolar dispde-se lateralmente ao nucleo (Fig. 20a). O centriolo proximal ¢
anterior e ligeiramente obliquo em relagdo ao distal (Fig. 20a, b). No complexo centriolar
duas raizes estriadas irradiam-se a partir dos lados opostos do centriolo distal (Fig. 20b-
inset). O centriolo distal diferencia-se em corpusculo basal e organiza o axonema do
flagelo. O complexo centriolar ndo migra em direcdo ao nucleo. O nucleo desloca-se
ligeiramente em direcdo ao complexo centriolar e depois retorna, permanecendo apenas
uma pequena porcao dele cobrindo o complexo centriolar (Fig. 20b, ¢, d). Uma depressdo
dupla e rasa, a fossa nuclear, ¢ formada no contorno nuclear, na altura do complexo
centriolar (Fig. 20b). O citoplasma desloca-se em dire¢do ao eixo flagelar formando a peca
intermediaria (Fig. 20b, d). Como o centriolo distal estd ancorado a membrana plasmatica,
no momento em que o citoplasma desloca-se em dire¢cdo ao flagelo, ele circunda o
segmento inicial do flagelo formando o canal citoplasmatico (Fig. 20b, d). A compactagdo
da cromatina avanca e o nucleo alonga-se ligeiramente em direcao ao eixo flagelar (Fig.
20d). A pega intermediaria € baso-lateral ao flagelo sendo, consequentemente, fortemente
assimétrica. Algumas mitocondrias oblongas e vesiculas estdo presentes na pega
intermediaria. Nas espermatides finais, a cromatina ¢ altamente condensada preenchendo

todo o nucleo (Fig. 20d). Nao foram observadas aletas flagelares (Fig. 20d).
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Figura 20. Espermiogénese representativa para as espécies dos géneros Lebiasina e
Piabucina. As fotomicrografias sao cortes longitudinais das espermatides iniciais (A, B) até
as finais (C, D) correspondendo a (A) Lebiasina aft. uruyensis1, (B) L. aff. uruyensis1, (C)
Piabucina boruca e (D) P. elongata. O flagelo (f) ¢ inicialmente lateral nucleo (n). O
nicleo sofre uma rotagdo breve e incompleta em direcdo ao eixo flagelar (f).
Consequentemente o complexo centriolar (p, d) e a fossa nuclear (seta) sdo superolaterais.
Durante a espermiogénese ocorre a formacgao de duas raizes estriadas (r - inset) nos dois
lados opostos do centriolo distal (d). O citoplasma (c) desloca-se em dire¢do ao eixo
flagelar e forma a peca intermediaria (pi). asterisco: canal citoplasmatico, seta: fossa

nuclear. Barras: 0,5 pm.
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Familia Lebiasinidae
Subfamilia Pyrrhulininae
Copeina sp., Copella nattereri

Nas espermatides iniciais o nucleo ¢ esférico, preenchido por cromatina granular e
homogeneamente distribuida e circundado por citoplasma contendo as organelas (Fig.
21A). O complexo centriolar dispde-se lateralmente ao nucleo (Fig. 21 Ainsef). O centriolo
proximal € antero-lateral e obliquo em relagdo ao distal (Fig. 21 Ainset). O centriolo distal
diferencia-se em corpusculo basal e organiza o axonema do flagelo. O complexo centriolar
ndo migra em direcdo ao nucleo. O nucleo desloca-se ligeiramente em dire¢do ao complexo
centriolar e depois retorna, permanecendo apenas uma pequena porc¢ao dele cobrindo o
complexo centriolar (Fig. 21B, C). Uma depressdo Unica, a fossa nuclear, ¢ formada no
contorno nuclear, na altura do complexo centriolar (Fig. 21B). O citoplasma desloca-se em
direcdo ao eixo flagelar formando a pega intermediaria (Fig. 21A, C). Como o centriolo
distal estd ancorado a membrana plasmatica, no momento em que o citoplasma desloca-se
em direcdo ao flagelo, ele circunda o segmento inicial do flagelo formando o canal
citoplasmatico (Fig. 21A-C). A compactagdo da cromatina avanca e o nucleo alonga-se
ligeiramente em dire¢do ao eixo flagelar (Fig. 21C). A peca intermedidria ¢ baso-lateral ao
flagelo sendo, consequentemente, fortemente assimétrica. Varias mitocondrias oblongas e
vesiculas estdo presentes na peca intermediaria (Fig. 21A). Nas espermatides finais, a
cromatina ¢ altamente condensada preenchendo todo o nucleo (Fig. 21C). Nao foram

observadas aletas flagelares (ndo mostrado) .

45



1um

Figura 21. Espermiogénese representativa para as espécies Copeina sp. e Copella nattereri.
As fotomicrografias sdo cortes longitudinais da espermatide inicial (A) até a espermatide
final (C), correspondendo a Copella nattereri. O flagelo (f) € inicialmente lateral nucleo
(n). O nucleo ndo sofre rotacdo em direcdo ao eixo flagelar (f). Consequentemente o
complexo centriolar (p, d — Ainsef) e a fossa nuclear (seta) sdo laterais. O citoplasma
desloca-se em dire¢do ao eixo flagelar e forma a pega intermedidria (pi). Legendas:

asterisco: canal citoplasmatico, seta: fossa nuclear, m: mitocondria.

46



1.2 Descri¢ao das formas dos espermatozoides

A descricao dos espermatozoides foi organizada por familia.

Familia Alestidae

Alestopetersius compressus

O nucleo ¢ esférico e excéntrico em relagdo ao eixo flagelar, com didmetro
aproximado de 1,7 um (Fig. 22A-B). A cromatina ¢ granular e altamente compactada
entremeada por areas elétron-lucidas (Fig. 22A-B). O contorno nuclear possui uma unica
depressao concava em forma de arco, a fossa nuclear, localizada excentricamente ao
nucleo, e abriga totalmente o centriolo proximal e o distal (Fig. 22A). O centriolo proximal
dispde-se anteriormente ao centriolo distal e apresentam-se ligeiramente obliquos a
perpendiculares, um em relacdo ao outro (Fig. 22A). A peca intermediaria localiza-se na
base do nucleo, ¢ assimétrica e abriga o canal citoplasmatico, as mitocondrias e as vesiculas
(Fig. 22A-C). O canal citoplasmatico estd localizado entre a membrana da peca
intermediaria e a flagelar, apresentando-se longo (Fig. 22A-C). Varias mitocondrias com
formato arredondado a oblongo estdo distribuidas em apenas uma regido da peca
intermediaria (Fig. 22C-D). O sistema de endomembranas ¢ composto por algumas
vesiculas de diametro variavel, distribuidas por toda a pe¢a intermediaria (Fig. 22E-F). Ao
final da pega intermedidria estd presente a bainha citoplasmatica (Fig. 22F). O flagelo
possui o arranjo classico do axonema (9+2) (Fig.) e apresenta algumas vesiculas em suas

membranas (Fig. 22B, F).
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Figura 22. Espermatozoide de Alestopetersius compressus. A, B, C: cortes longitudinais. D,
E, F: cortes transversais. O nucleo (n) ¢ esférico e posiciona-se excéntrico ao flagelo (f). O
complexo centriolar (p, d) e a fossa nuclear (seta) sao excéntricos. O centriolo proximal (p)
¢ obliquo em relacdo ao centriolo distal (d). O canal citoplasmatico esta presente (*). A
peca intermedidria (pi) € fortemente assimétrica, e abriga as mitocondrias esféricas (m) e

vesiculas (v). A membrana flagelar apresenta vesiculas e o axonema.
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Arnoldichthys spilopterus

O nucleo ¢ esférico e excéntrico em relagdo ao eixo flagelar, com didmetro
aproximado de 1,5 um (Fig. 23A-C). A cromatina ¢ granular e altamente compactada
entremeada por areas elétron-lucidas (Fig. 23A). O contorno nuclear possui uma unica
depressdo concava em forma de arco, a fossa nuclear, localizada excentricamente ao
nucleo, e abriga totalmente o centriolo proximal e o distal (Fig. 23A). O centriolo proximal
dispde-se anterior e lateral ao centriolo distal e apresentam-se ligeiramente obliquos, um
em relacdo ao outro (Fig. 23A). A peca intermediaria localiza-se na base do nucleo, ¢
assimétrica e abriga o canal citoplasmatico, as mitocondrias e as vesiculas (Fig. 23A-B, E).
O canal citoplasmatico est4 localizado entre a membrana da peca intermediaria e a flagelar,
apresentando-se longo (Fig. 23A-B, D). As mitocondrias, com formato oblongo, estdo
distribuidas em todas as regides da peca intermediaria (Fig. 23B). O sistema de
endomembranas ¢ composto por algumas vesiculas de diametro varidvel, distribuidas por
toda a peca intermediaria (Fig. 23E). O flagelo possui o arranjo classico do axonema (9+2)

(Fig.) e ndo tem aletas (ndo mostrado).

49



Figura 23. Espermatozoide de Arnoldichthys spilopterus. a, b: cortes longitudinais. ¢, d, e:
cortes transversais. O nucleo (n) ¢ esférico e posiciona-se excéntrico ao flagelo (f). O
complexo centriolar (p, d) e a fossa nuclear (seta) sdo fortemente excéntricos. O centriolo
proximal (p) € obliquo em relagdo ao centriolo distal (d). O canal citoplasmatico esta
presente (*). A peca intermedidria (pi) € assimétrica, e abriga as mitocondrias oblongas (m)

e vesiculas (v). Legendas: d: centriolo distal, p: centriolo proximal.
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Brachypetersius altus

O nucleo ¢ esférico, com diametro aproximado de 1,6 um (Fig. 24A). A cromatina ¢
flocada e condensada em espessos conjuntos de fibras de alta elétron-densidade,
entremeada por algumas areas elétron-ltcidas (Fig. 24A-E). O contorno nuclear possui uma
unica depressdo coOncava e ramificada, a fossa nuclear, em forma de arco, localizado
medialmente ao nucleo. A fossa nuclear abriga totalmente o centriolo proximal e acima de
2/3 do centriolo distal (Fig. 24A, D). O centriolo proximal dispde-se anteriormente ao
centriolo distal e apresentam-se em angulo reto, um em relagdo ao outro (Fig. 24C). A peca
intermediaria esta localiza-se na base do nucleo, e ¢ ligeiramente assimétrica e abriga as
mitocondrias e as vesiculas (Fig. 24A-B). Uma bainha citoplasmatica esta presente ao final
da peca intermedidria, medindo aproximadamente 2,7 um de comprimento (Fig. 24A, I).
Um conjunto de membranas concéntricas esta presente no canal citoplasmatico (Fig. 24G).
As mitocondrias tem formato alongado ou em “c” e estdo distribuidas longitudinalmente a
partir da base do nucleo até o final da peca intermedidria, excetuando-se a por¢ao da bainha
citoplasmatica (Fig. 24A-B, F-H), e radialmente ao redor do canal citoplasmatico (Fig.
24F-H). O sistema vesicular ¢ composto por uma ou mais vesiculas grandes, distribuidas na
segunda metade da peca intermedidria, excetuando-se a por¢do da bainha (Fig. 24F, 1). O
canal citoplasmatico apresenta anéis membranosos concéntricos no sentido longitudinal
(Fig. 24G). O flagelo possui o arranjo classico do axonema (9+2) (Fig. 24I) e apresenta

projecdo unilateral da membrana flagelar, também conhecida como “aletas”.
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Figura 24. Espermatozoide de Brachypetersius altus. A — C: Cortes longitudinais do
espermatozoide. Note a presenca de areas elétron-lucidas no nucleo (n), a fossa nuclear
unica e ramificada (seta), a posi¢do do centriolo proximal (p) em relagdo ao distal (d), a
peca intermedidria (pi) e a bainha citoplasmatica (cabega de seta). D - I: Cortes transversais
a partir do nucleo até o final da peca intermediaria (pi). Note o formato alongado das
mitocondrias (m), as vesiculas (v), o canal citoplasmdtico (*) e a presenga da bainha
citoplasmadtica (cabeca de seta). G: Corte da peca intermedidria destacando a presenca de
membranas concéntricas (mc) em torno do flagelo (f). I: Detalhe do axonema (a) com

arranjo classico dos microtubulos (9+2).
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Brycinus imberi

O nucleo ¢ esférico, com diametro aproximado de 1,5 um (Fig. 25A). A cromatina ¢
moderadamente condensada em conjuntos de fibrilas de baixa elétron-densidade,
entremeada por areas de maior elétron-densidade, com aspecto geral que remete a “esponja
de aco” (Fig. 25A-F). O contorno nuclear possui uma tUnica depressdo cdncava e
ramificada, a fossa nuclear, em forma de arco, localizado medialmente ao nucleo (Fig. 25C-
D). A fossa nuclear abriga totalmente o centriolo proximal e acima de 2/3 do centriolo
distal (Fig. 25A-D). O centriolo proximal dispde-se anteriormente ao centriolo distal e
apresentam-se em angulo reto, um em relacdo ao outro (Fig. 25D). A peca intermedidria
esta localiza-se na base do nucleo, e ¢ ligeiramente assimétrica e abriga as mitocondrias e
as vesiculas (Fig. 25A). Uma bainha citoplasmatica estd presente ao final da peca
intermediaria, medindo aproximadamente 0,37 um de comprimento (Fig. 25B-J). Um
conjunto de membranas concéntricas esta presente no canal citoplasmatico (Fig. 25I). As
mitocondrias tem formato esférico e estdo distribuidas longitudinalmente a partir da base
do nucleo at¢é o final da pega intermedidria, excetuando-se a porcdo da bainha
citoplasmatica (Fig.25A, G-I), e radialmente ao redor do canal citoplasmatico. O sistema
vesicular ¢ composto por uma pequena quantidade de vesiculas grandes, distribuidas na
segunda metade da peca intermediaria, excetuando-se a por¢do da bainha (Fig. 25G). O
flagelo possui o arranjo cldssico do axonema (9+2) (Fig. 25K) e apresenta proje¢ao

unilateral da membrana flagelar, também conhecida como “aletas”.
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Figura 25. Espermatozoide de Brycinus imberi. A — D: Cortes longitudinais do
espermatozoide. Note a presenca de areas elétron-lucidas no nucleo (n), a fossa nuclear
unica e ramificada (seta), a posi¢do do centriolo proximal (p) em relagdo ao distal (d), a
peca intermedidria (pi), o canal citoplasmatico (*) e a bainha citoplasmatica (cabega de
seta). E - J: Cortes transversais a partir do nucleo até o final da pega intermediaria (pi).
Note o formato esférico das mitocondrias (m), as vesiculas (v), o canal citoplasmatico (*) e
a presenca da bainha citoplasmatica (cabeca de seta). K: Detalhe do axonema (a) com

arranjo classico dos microtubulos (9+2).
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Brycinus lateralis

O nucleo ¢ esférico, com didmetro aproximado de 1,5 um (Fig. 26A-E). A
cromatina ¢ moderadamente condensada em conjuntos de fibrilas de baixa elétron-
densidade, entremeada por areas de maior elétron-densidade, com aspecto geral que remete
a “esponja de aco” (Fig. 26A-E). O contorno nuclear possui uma unica depressdo concava e
ramificada, a fossa nuclear, em forma de arco, localizado medialmente ao ntcleo (Fig.
26C). A fossa nuclear abriga totalmente o centriolo proximal e acima de 2/3 do centriolo
distal (Fig. 26C). O centriolo proximal dispde-se anteriormente ao centriolo distal e
apresentam-se em angulo reto, um em relagdo ao outro (Fig. 26C). A peca intermedidria
esta localiza-se na base do nucleo, e ¢ ligeiramente assimétrica e abriga as mitocondrias e
as vesiculas (Fig. 26A-C). Uma bainha citoplasmatica esta presente ao final da peca
intermediaria, medindo aproximadamente 2,82 um de comprimento (Fig. 26A, J). As
mitocondrias tem formato esférico e estdo distribuidas longitudinalmente a partir da base
do nucleo at¢é o final da pega intermedidria, excetuando-se a por¢cdo da bainha
citoplasmatica (Fig. 26 A-B), e radialmente ao redor do canal citoplasmatico (Fig. 26F-I). O
sistema vesicular ¢ composto por poucas vesiculas de grande diametro, distribuidas na
segunda metade da pega intermedidria, excetuando-se a por¢do da bainha (Fig. 26C, H). O
flagelo possui o arranjo classico do axonema (9+2) (Fig. 26J]) e apresenta proje¢ao

unilateral da membrana flagelar, também conhecida como “aletas”.
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Figura 26. Espermatozoide de Brycinus lateralis. A — C: Cortes longitudinais do
espermatozoide. Note a presenca de areas elétron-lucidas no nucleo (n), a fossa nuclear
unica e ramificada (seta), a posi¢do do centriolo proximal (p) em relagdo ao distal (d), a
peca intermedidria (pi) e a bainha citoplasmatica (cabega de seta). D - I: Cortes transversais
a partir do nucleo até o final da peca intermediaria (pi). Note o formato esférico das
mitocondrias (m), as vesiculas (v), o canal citoplasmatico (*) e a presenga da bainha
citoplasmatica (cabeca de seta). J: Detalhe do axonema (a) com arranjo classico dos

microtubulos (9+2), e da bainha citoplasmatica (cabega de seta).
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Bryconalestes longipinnis

O nucleo ¢é esférico, com diametro aproximado de 1,3 um (Fig. 27A-D). A
cromatina ¢ flocada e condensada em espessos conjuntos de fibras de alta elétron-
densidade, entremeadas por algumas areas elétron-lucidas (Fig. 27A-D). O contorno
nuclear possui uma unica depressdo concava e ramificada, a fossa nuclear, em forma de
arco, localizado medialmente ao nucleo (Fig. 27C). A fossa nuclear abriga totalmente o
centriolo proximal e acima de 2/3 do centriolo distal (Fig. 27C). O centriolo proximal
dispde-se anteriormente ao centriolo distal e apresentam-se em angulo reto, um em relagao
ao outro (Fig. 27C). A pec¢a intermedidria estd localiza-se na base do nucleo, e ¢
ligeiramente assimétrica e abriga as mitocondrias e as vesiculas (Fig. 27A-C, E-F). Uma
bainha citoplasmatica esta presente ao final da peca intermediaria, medindo
aproximadamente 0,58 pum de comprimento (Fig. 27A, G). As mitocondrias tem formato
esférico e estdo distribuidas a partir da base do nucleo até o final da pega intermediaria,
excetuando-se a por¢do da bainha citoplasmatica (Fig. 27A-B, E-F). O sistema vesicular ¢
composto por uma pequena quantidade de vesiculas grandes, distribuidas por toda a peca
intermediaria, excetuando-se a por¢ao da bainha (Fig. 27A-B, E-F). O canal citoplasmatico
apresenta anéis membranosos concéntricos no sentido longitudinal. O flagelo possui o
arranjo classico do axonema (9+2) e apresenta projecao unilateral da membrana flagelar,

também conhecida como “aletas” (Fig. 27H).
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Figura 27. Espermatozoide de Bryconalestes longipinnis. A — C: Cortes longitudinais do

espermatozoide. Note a presenca de dreas elétron-lucidas no nucleo (n), a fossa nuclear
unica e ramificada (seta), a posi¢do do centriolo proximal (p) em relagdo ao distal (d), a
peca intermedidria (pi) e a bainha citoplasmatica (cabeca de seta). D - H: Cortes
transversais a partir do nucleo até o final da pega intermediaria (pi). Note o formato esférico
das mitocondrias (m), as vesiculas (v), o canal citoplasmatico (*) e a presenga da bainha
citoplasmatica (cabega de seta). G: Corte da peca intermediaria destacando a presenca da
bainha citoplasmatica (cabeca de seta) ao redor do flagelo. H: Detalhe do flagelo exibindo

projecdes alares (pa) de membrana aparentemente de um tnico lado.
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Micralestes acutidens

O nucleo ¢ esférico e posiciona-se fortemente excéntrico em relagao ao flagelo, com
didmetro aproximado de 1.6 um e estd preenchido por cromatina granular altamente
condensada (Fig. 28A-B). A rotacdo nuclear ¢ incompleta com cerca de 20 graus (Fig.
28A). O contorno nuclear possui uma unica depressdo, a fossa nuclear (Fig. 28A). O
centriolo proximal esta totalmente inserido na fossa nuclear, e o centriolo distal esta
totalmente fora dela (Figs. 28A-B). O centriolo proximal ¢ lateral e perpendicular em
relacdo ao centriolo distal (Figs. 28A-B). O flagelo ¢ fortemente excéntrico em relagdo ao
nucleo (Fig. 28A). A peca intermediaria e abriga as mitocondrias e algumas vesiculas (Figs.
28C-D). As mitocOndrias sdo aparentemente esféricas, distribuidas por toda a peca
intermediaria (Figs. 28C-D). As vesiculas sdo aparentemente esféricas (Figs. 28C-D). Ao
longo do comprimento do canal citoplasmatico, sdo observados alguns anéis membranosos
concéntricos (Fig. 28D). A membrana da peca intermediaria tem o aspecto de “favo-de-
mel” no sentido do comprimento (Figs. 28A, Ainset). O flagelo possui o arranjo cldssico do

axonema (9+2) e ndo apresenta projecdes laterais de membrana (ndo mostrado).
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Figura 28. Micralestes acutidens. A: corte longitudinal. B, C, D: cortes transversais. O
nucleo (n) ¢ esférico e posiciona-se fortemente excéntrico em relagdo ao flagelo (f). O
complexo centriolar (p, d) e a fossa nuclear (seta) ¢ fortemente excéntrico. O centriolo
proximal (p) ¢ lateral e perpendicular em relagdo ao centriolo distal (d). O canal
citoplasmatico esta presente (asterisco). A peca intermediaria (pi) ¢ fortemente assimétrica,
e abriga as mitocOndrias esféricas (m) e as vesiculas (v). A membrana da pega
intermediaria (me) tem um aspecto de “favo-de-mel” em no sentido do comprimento (A, A-

inset). Legendas: cr: anéis membranosos concéntricos.
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Rhabdalestes rhodesiensis

O nucleo ¢ esférico com diametro aproximado de 1.6 um (Fig. 29A). A cromatina ¢
granular e altamente compactada e destituida de areas elétron-lucidas (Fig. 29A). O
contorno nuclear possui uma unica depressao concava, a fossa nuclear, em forma de arco,
localizada excentricamente ao nucleo, e abriga totalmente o centriolo proximal e acima de
2/3 do centriolo distal (Fig. 29A). O centriolo proximal dispde-se anteriormente ao
centriolo distal e apresentam-se ligeiramente obliquos, um em relagdo ao outro (Fig. 29A).
A peca intermediaria localiza-se na base do nucleo, ¢ ligeiramente assimétrica e abriga o
canal citoplasmatico, as mitocondrias e as vesiculas (Fig. 29A). O canal citoplasmatico esta
localizado entre a membrana da peca intermediéria e a flagelar, apresentando-se longo (Fig.
29A). As mitocondrias sdo esféricas e estdo distribuidas por toda a peca intermediéria (Fig.
29B-C). O sistema de endomembranas ¢ composto por algumas vesiculas e tubulos de
diametro varidvel, distribuidas por toda a peca intermedidria (Fig. 29B-D). A membrana da
peca intermediaria tem o aspecto de “favo-de-mel” no sentido do comprimento (Fig. 29D).

O flagelo possui o arranjo cléssico do axonema (9+2) (ndo mostrado).
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Figura 29. Rhabdalestes rhodesiensis. A, D: cortes longitudinais. B, C: cortes transversais.
O nucleo (n) ¢é esférico e posiciona-se fortemente excéntrico em relagdo ao flagelo (f). O
complexo centriolar (p, d) e a fossa nuclear sdo fortemente excéntricos (seta). O centriolo
proximal (p) ¢ anterior e em angulo obliquo em relacdo ao centriolo distal (d). O canal
citoplasmatico esta presente (asterisco). A peca intermedidria (pi) ¢ fortemente assimétrica
e abriga as mitocondrias esféricas (m) e as vesiculas (v). A membrana da pega
intermediaria (me) apresenta um aspecto de “favo-de-mel” no sentido do comprimento (C,

D).
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Familia Chalceidae
Chalceus epakros

O nucleo ¢ esférico e esta localizado medialmente ao eixo flagelar, com diametro
aproximado de 1,1pm (Figs. 30A, B). O ntcleo ¢ preenchido por cromatina com aspecto
fibrillar, interespacada por areas elétron-lucidas, interconectada a 4reas de cromatina mais
condensada (Fig. 30A). A rotacdo nuclear ¢ completa. Os centriolos proximal e distal estdao
localizados no interior da fossa nuclear (Fig. 30A), sendo o centriolo proximal anterior ao
centriolo distal (Fig. 30A). O centriolo proximal dispde-se em angulo obliquo em relagao
ao centriolo distal (Fig. 30A). O flagelo ¢ ligeiramente excéntrico em relagdo ao nucleo. A
peca intermediaria ¢ assimétrica e abriga as mitocondrias, e aparentemente ndo ha vesiculas
(Figs. 30A, B). A bainha citoplasmatica estd presente ao final da peca intermedidria e mede
aproximadamente 0,8 pm em comprimento (Fig. 30A). Uma Unica mitocondria em forma
de “c” esta distribuida circundando o canal citoplasmatico (Figs. 30B, C). Ao longo do
canal citoplasmatico, estdo localizados alguns anéis membranosos concéntricos (Fig. 30C).

O flagelo apresenta o arranjo classico do axonema (9+2) e possui aletas (Fig. 30D).
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Figura 30. Espermatozoide de Chalceus epakros. A, B: cortes longitudinais. C, D: cortes
transversais a partir do topo do nucleo. O nucleo (n) € esférico e medial ao flagelo (f). O
complexo centriolar (p, d) e a fossa nuclear (seta) sdo mediais. O centriolo proximal (p)
dispde-se em angulo obliquo em relagdo ao distal (d). O canal citoplasmatico estd presente
(asterisco). A peca intermedidria (pi) € assimétrica, e abriga uma Unica mitocondria em
forma de “c” (m), vesiculas (v) e a bainha citoplasmatica (cabeca de seta). O flagelo possui

aletas (fi). Legendas: cr: anéis membranosos concéntricos, e: areas elétron-lucidas.
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Familia Crenuchidae
Subfamilia Characidiinae
Characidium sp.

O nucleo ¢ esférico, com diametro aproximado de 2 pm (Fig. 31A-B). A cromatina
¢ granular e altamente compactada e aparentemente destituida de areas elétron-lucidas (Fig.
31A-B). O contorno nuclear possui uma Unica depressdo concava, a fossa nuclear, em
forma de arco, localizada medialmente ao nucleo, e abriga totalmente o centriolo proximal
e o distal (Fig. 31B). O centriolo proximal dispde-se anteriormente ao centriolo distal e
apresentam-se ligeiramente obliquos a perpendiculares um em relag¢do ao outro (Fig. 31B).
A peca intermedidria localiza-se na base do nucleo, ¢ ligeiramente assimétrica e abriga o
canal citoplasmatico, uma tnica mitocondria esférica e uma vesicula grande (Fig. 31A). O
canal citoplasmatico esta localizado entre a membrana da peca intermediaria e a flagelar,
apresentando-se curto e estreito (Figs. 31A, C-D). Apenas uma tUnica mitocondria com
formato arredondado est4 distribuida em apenas uma regido da peca intermediaria (Figs.
31A, C). O sistema de endomembranas ¢ composto por uma unica vesicula grande que
circunda o canal citoplasmatico (Fig. 31D). O flagelo possui vesiculas (Figs. 31E-F) e

apresenta o arranjo cléssico do axonema (9+2) (Fig. 31G).

65



0,5um

Figura 31. Espermatozoide de Characidium sp. A — B: Cortes longitudinais do
espermatozoide. Note a auséncia de areas elétron-licidas no nucleo (n), a fossa nuclear
unica (seta), a posi¢do do centriolo proximal (p) em relagdio ao distal (d), a peca
intermediaria (pi) contendo uma Unica mitocondria (m) esférica e uma grande vesicula (v),
e o flagelo (f). C - G: Cortes transversais a partir do inicio da peca intermedidria até o
flagelo (f). Note a inica mitocondria (m) esférica, uma grande vesicula (v) que circunda o
canal citoplasmatico (*). E: Corte longitudinal do flagelo exibindo a presenca de vesiculas.
F: Corte transversal do flagelo exibindo uma vesicula. G: Corte transversal do axonema

exibindo o arranjo do axonema (9+2).
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Subfamilia Crenuchinae
Crenuchus spilurus

O nucleo ¢ esférico, com diametro aproximado de 2,3 um (Fig. 32A). A cromatina ¢
granular e altamente compactada e aparentemente sem areas elétron-lucidas (Fig. 32A). O
contorno nuclear possui uma dupla depressdo concava, a fossa nuclear, em forma de arco,
localizada medialmente ao nucleo e lateralmente uma em relacdo a outra, e abriga
aproximadamente 1/3 de ambos os centriolos proximal e o distal (Fig. 32A). O centriolo
proximal apresenta-se antero-lateral ao centriolo distal e apresentam-se fortemente obliquos
um em relagdo ao outro (Fig. 32B). A peca intermedidria localiza-se na base do ntcleo, ¢
ligeiramente assimétrica e abriga o canal citoplasmatico, as mitocondrias e as vesiculas
(Figs. 32A, F). O canal citoplasmatico estd localizado entre a membrana da peca
intermediaria e a flagelar. As mitocondrias t€ém formato oblongo e estdo distribuidas
principalmente na primeira metade da peca intermedidria, logo abaixo do nucleo (Figs.
32A, C-F). O sistema de endomembranas ¢ composto por vesiculas (Figs. 32A, C-F) e
tabulos grandes que se interconectam, distribuidos a partir da periferia de toda a peca
intermedidria e concentrando-se principalmente na segunda metade da pega intermediaria
entremeados pelas mitocondrias (Figs. 32C-D). O flagelo apresenta vesiculas (Fig. 32G) e

possui o arranjo classico do axonema (9+2) (Fig. 32H).

67



Figura 32. Espermatozoide de Crenuchus spilurus. A — B: Cortes longitudinais do
espermatozoide. Note a auséncia de areas elétron-licidas no nucleo (n), a fossa nuclear
dupla (seta), a posi¢do do centriolo proximal (p) em relacdo ao distal (d), a peca
intermediaria (pi) contendo as mitocondrias (m) oblongas e as vesiculas (v), e o flagelo (f).
C - H: Cortes transversais a partir do inicio da peca intermedidria (pi) até o flagelo (f). Note
o formato oblongo das mitocondrias (m), as vesiculas (v), e os tubulos que se
interconectam (t) e o canal citoplasmatico (*). G: Corte transversal do flagelo exibindo a

presenga de vesiculas. H: Corte transversal do flagelo exibindo o arranjo do axonema
(9+2).
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Familia Ctenoluciidae
Boulengerella cuvieri

O nucleo ¢ esférico, com didmetro aproximado de 1,7 um (Fig. 33A-C, E). A
cromatina ¢ flocada e condensada em espessos conjuntos de fibras interespacados por areas
elétron-lucidas e interconectadas por ‘corddes’ de fibras de menor elétron-densidade (Fig.
33A-F). O contorno nuclear possui uma unica depressdo concava, a fossa nuclear, em
forma de arco, localizada medialmente ao nucleo, e abriga totalmente o centriolo proximal
e distal. O centriolo proximal dispde-se anteriormente ao centriolo distal e apresentam-se
em angulo reto, um em relagdo ao outro (Fig. 33A, C-D). A pe¢a intermediaria localiza-se
na base do nucleo, ¢ ligeiramente assimétrica e abriga o canal citoplasmatico, as
mitocondrias e as vesiculas (Fig. 33A-B, G-I). O canal citoplasmatico esta localizado entre
a membrana da peca intermedidria e a flagelar, apresentando-se curto e estreito (Fig. 33B,
H-J). No canal citoplasmatico estdo presentes algumas membranas concéntricas (Fig. 33K).
As mitocondrias tem formato alongado e aparentemente sdo ramificadas, e estdo
distribuidas concentricamente na pe¢a intermediaria ao redor do canal citoplasmatico (Fig.
33B, G-I). O sistema de endomembranas ¢ composto por algumas vesiculas de grande
diametro, distribuidas na porcdo final da peca intermedidria (Fig. 33G, J). O flagelo ¢
envolto por um sistema de vesiculas de formato tubular distribuidas no sentido longitudinal

(Fig. 33A, L). O flagelo possui o arranjo classico do axonema (9+2) (Fig. 33M).
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Figura 33. Espermatozoide de Boulengerella cuvieri. A — D: Cortes longitudinais do
espermatozoide. Note a presenca de areas elétron-lucidas no nucleo (n), a fossa nuclear
unica (seta), a posi¢do do centriolo proximal (p) em relagdo ao distal (d), a peca
intermediaria (pi) contendo as mitocondrias (m) e as vesiculas (v), e a presenga de tibulos
(t) na porgao final do flagelo (f). E - K: Cortes transversais a partir do ntcleo até o final da
peca intermedidria (pi). Note o formato alongado e aparentemente ramificado das
mitocondrias (m), as vesiculas (v), o canal citoplasméatico (asterisco). K: Corte da pega
intermediaria destacando a presenga de membranas concéntricas (mc) em torno do flagelo
(f). L: Corte da porcdo final do flagelo exibindo os tubulos (t) alongados em corte

transversal. M: Detalhe do axonema (a) com arranjo cldssico dos microtubulos (9+2).
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Ctenolucius hujeta

O nucleo ¢ esférico, com didmetro aproximado de 1,5 pm (Fig. 34A-C). A
cromatina ¢ flocada e condensada em espessos conjuntos de fibras interespagados por
algumas éareas elétron-lucidas (Fig. 34A-C). O contorno nuclear possui uma unica
depressdo concava, a fossa nuclear, em forma de arco, localizada medialmente ao nucleo, e
abriga totalmente o centriolo proximal e distal (Fig. 34B-D). O centriolo proximal dispde-
se anteriormente ao centriolo distal e apresentam-se em angulo reto, um em rela¢do ao
outro (Fig. 34A-C). A peca intermedidria localiza-se na base do nucleo, ¢ ligeiramente
assimétrica e abriga o canal citoplasmatico, as mitocondrias e as vesiculas (Fig. 34A-B, E,
G). O canal citoplasmético estd localizado entre a membrana da peca intermedidria e a
flagelar, apresentando-se relativamente longo e estreito (Fig. 34A, F). No canal
citoplasmatico aparentemente estdo presentes algumas membranas concéntricas (Fig. 34F).
As mitocondrias tem formato alongado e aparentemente sdo ramificadas, e estdo
distribuidas concentricamente na peg¢a intermediéria ao redor do canal citoplasmatico (Fig.
34E, G). O sistema de endomembranas € composto por algumas vesiculas aparentemente
esféricas, distribuidas na por¢ao final da peca intermediaria (Fig. 34A-B). O flagelo possui

o arranjo classico do axonema (9+2) (ndo mostrado).
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Figura 34. Espermatozoide de Ctenolucius hujeta. A — C: Cortes longitudinais do
espermatozoide. Note a presenca de areas elétron-lucidas no nucleo (n), a fossa nuclear
unica (seta), a posicdo do centriolo proximal (p) em relacio ao distal (d), a peca
intermediaria (pi) contendo as mitocondrias (m) e as vesiculas (v), e o flagelo (f). D - G:
Cortes transversais a partir do nucleo até o final da peca intermediaria (pi). Note o formato
alongado e aparentemente ramificado das mitocondrias (m), as vesiculas (v), o canal
citoplasmatico (*). F: Corte da peca intermedidria destacando a presenga de membranas

concéntricas (mc) em torno canal citoplasmatico (*). Barras: 0,5 um.
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Familia Distichodontidae
Distichodus affinis

O nucleo ¢ conico, com largura da base aproximada de 1,4 pm e comprimento de
1,6 um (Fig. 35A). A cromatina ¢ flocada e condensada em espessos conjuntos de fibras de
alta densidade (Fig. 35A-D). O contorno nuclear ndo possui uma fossa nuclear. No
complexo centriolar ambos os centriolos apresentam-se um tanto distantes entre si (Fig.
35B). Ocorre que os dois centriolos diferenciam-se em corpusculo basal e apenas um
origina o flagelo. Por convengdo, o centriolo que organiza o axonema do flagelo sera
considerado como o centriolo distal para efeito de comparagdes (Fig. 35B). O centriolo
proximal dispoe-se lateralmente ao centriolo distal e apresentam-se em angulo ligeiramente
obliquo, quase paralelos entre si (Fig. 35B). A peca intermediaria localiza-se na base do
nucleo, € ligeiramente assimétrica e abriga as mitocondrias e o sistema vesicular (Fig. 35A-
B). As mitocondrias tem formato alongado e aparentemente sdo ramificadas, e estdo
distribuidas na base do ntcleo e nas bordas da peca intermediaria (Fig. 35B). O sistema de
endomembranas ¢ composto por um conjunto irregular de tibulos e vesiculas de pequeno
diametro, distribuidas na porcao final da peca intermediaria (Fig. 35E). O flagelo possui o

arranjo classico do axonema (9+2) (ndo mostrado).
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Distichodus decemmaculatus

O nucleo ¢ conico, com largura da base aproximada de 1,4 pm e comprimento de
1,9 um (Fig. 35F-H). A cromatina ¢ flocada e condensada em espessos conjuntos de fibras
de alta densidade (Fig. 35F-H). O contorno nuclear ndo possui uma fossa nuclear. No
complexo centriolar ambos os centriolos apresentam-se um tanto distantes entre si (Fig.
35F). Ocorre que os dois centriolos diferenciam-se em corpusculo basal e apenas um
origina o flagelo. Por convencdo, o centriolo que organiza o axonema do flagelo sera
considerado como o centriolo distal para efeito de comparagdes (Fig. 35F). O centriolo
proximal dispde-se lateralmente ao centriolo distal e apresentam-se em angulo ligeiramente
obliquo, quase paralelos entre si. A peca intermedidria localiza-se na base do nucleo, ¢
ligeiramente assimétrica e abriga as mitocondrias e o sistema vesicular (Fig. 35G). As
mitocondrias tem formato alongado e aparentemente sdo ramificadas, e estdo distribuidas
na base do nucleo e nas bordas da peca intermedidria (Fig. 35H). O sistema de
endomembranas ¢ composto por um conjunto irregular de tibulos e vesiculas de pequeno
diametro, distribuidas na porg¢ao final da peca intermedidria (Fig. 35J). O flagelo possui o

arranjo classico do axonema (9+2) (ndo mostrado).
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Distichodus fasciolatus

O nucleo ¢ conico, com largura da base aproximada de 1,4 pm e comprimento de
1,8 um (Fig. 35K). A cromatina ¢ flocada e condensada em espessos conjuntos de fibras de
alta densidade (Fig. 35K-M). O contorno nuclear ndo possui uma fossa nuclear. No
complexo centriolar ambos os centriolos apresentam-se um tanto distantes entre si (Fig.
35M). Ocorre que os dois centriolos diferenciam-se em corpusculo basal e apenas um
origina o flagelo. Por convencdo, o centriolo que organiza o axonema do flagelo sera
considerado como o centriolo distal para efeito de comparagdes (Fig. 35M). O centriolo
proximal dispde-se lateralmente ao centriolo distal e apresentam-se em angulo ligeiramente
obliquo, quase paralelos entre si. A peca intermedidria localiza-se na base do nucleo, ¢
ligeiramente assimétrica e abriga as mitocondrias e o sistema vesicular (Fig. 35 K-L). As
mitocondrias tem formato alongado e aparentemente sdo ramificadas, e estdo distribuidas
na base do nucleo e nas bordas da peca intermedidria (Fig. 35L, N). O sistema de
endomembranas ¢ composto por um conjunto irregular de tibulos e vesiculas de pequeno
diametro, distribuidas na por¢do final da pega intermedidria (Fig. 350). O flagelo possui o

arranjo classico do axonema (9+2) (ndo mostrado).
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Figura 35. Espermatozoide de Distichodus affinis (A-E), Distichodus decemmaculatus (F-J)
e Distichodus fasciolatus (K-O). O nuacleo (n) de todas as espécies tem formato conico, ¢
excéntrico ao flagelo (f). A fossa nuclear estd ausente. O complexo centriolar (p, d)
dispdem-se lateralmente e quase paralelos um em relagdo ao outro. O canal citoplasmatico
esta presente (asterisco). A peca intermediaria (pi) € curta, e abriga as mitocondrias
alongadas (m) e as vesiculas (v). d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria, n: nacleo, p:

centriolo proximal, v: vesicula, asterisco: canal citoplasmatico.
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Ichthyborus ornatus

O nucleo ¢ conico, com largura da base aproximada de 1,2 pm e comprimento de
1,6 um (Fig. 36A). A cromatina ¢ flocada e condensada em espessos conjuntos de fibras de
alta densidade (Fig. 36A-B). O contorno nuclear ndo possui uma fossa nuclear. No
complexo centriolar ambos os centriolos apresentam-se um tanto distantes entre si (Fig.
36A). Ocorre que os dois centriolos diferenciam-se em corpusculo basal e apenas um
origina o flagelo. Por convencdo, o centriolo que organiza o axonema do flagelo sera
considerado como o centriolo distal para efeito de comparacdes (Fig. 36A). O centriolo
proximal dispde-se lateralmente ao centriolo distal e apresentam-se em angulo ligeiramente
obliquo, quase paralelos entre si. A peca intermedidria localiza-se na base do nucleo, ¢
ligeiramente assimétrica e abriga as mitocondrias e o sistema vesicular (Fig. 36A-B). As
mitocondrias tem formato alongado e aparentemente sdo ramificadas, e estdo distribuidas
na base do nucleo e nas bordas da peca intermediaria (Fig. 36B-C). O sistema de
endomembranas ¢ composto por um conjunto irregular de tibulos e vesiculas de pequeno
diametro, distribuidas na por¢ao final da pec¢a intermediaria (Fig. 36B-C). O flagelo possui

o arranjo classico do axonema (9+2) (ndo mostrado).

77



0,5um

Figura 36. Espermatozoide de Ichthyborys ornatus. O nucleo (n) tem formato conico, ¢
excéntrico ao flagelo (f). A fossa nuclear estd ausente. O complexo centriolar (p, d)
dispdem-se lateralmente e quase paralelos um em relagdo ao outro. O canal citoplasmatico
estd presente (asterisco). A peca intermediaria (pi) € curta, e abriga as mitocOndrias
alongadas (m) e as vesiculas (v). d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria, n: ntcleo, p:

centriolo proximal, v: vesicula, asterisco: canal citoplasmatico.
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Nannocharax sp.

O nucleo ¢ conico, com largura da base aproximada de 1,13 pm e comprimento de
1,5 um (Fig. 37A-B). A cromatina ¢ flocada e condensada em espessos conjuntos de fibras
de alta densidade (Fig. 37A-D). O contorno nuclear ndo possui uma fossa nuclear. No
complexo centriolar ambos os centriolos apresentam-se um tanto distantes entre si (Fig.
37B, E). Ocorre que os dois centriolos diferenciam-se em corpusculo basal e apenas um
origina o flagelo. Por convencdo, o centriolo que organiza o axonema do flagelo sera
considerado como o centriolo distal para efeito de comparagdes. O centriolo proximal
dispoe-se lateralmente ao centriolo distal e apresentam-se em angulo ligeiramente obliquo,
quase paralelos entre si. A pec¢a intermedidria localiza-se na base do nucleo, ¢ ligeiramente
assimétrica e abriga as mitocondrias e o sistema vesicular (Fig. 37A-C). As mitocondrias
tem formato alongado e aparentemente sdao ramificadas, e estdo distribuidas na base do
nucleo e nas bordas da peca intermediaria (Fig. 37A, C, G). O sistema de endomembranas ¢
composto por um conjunto regular de tubulos de pequeno didmetro, em formato de
‘peneira’, distribuidas na por¢do final da peca intermedidria (Fig. 37A-C, F). O flagelo

possui o arranjo classico do axonema (9+2) (Fig. 37H).
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Figura 37. Espermatozoide de Nannocharax sp. A — C: Cortes longitudinais do
espermatozoide. Note a presenca de areas elétron-lucidas no nucleo (n), a fossa nuclear
unica e ramificada (seta), a posi¢do do centriolo proximal (p) em relagdo ao distal (d), a
peca intermediaria (pi) e o sistema de endomembranas em forma de tubulos regularmente
distribuidos (t). D - G: Cortes transversais a partir do nucleo até o final da pega
intermediaria (pi). Note o formato alongado e aparentemente ramificado das mitocondrias
(m), o sistema de tibulos (t) e o canal citoplasmatico (*). H: Detalhe do axonema (a) com

arranjo classico dos microtubulos (9+2).
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Neolebias trilineatus

O nucleo ¢ conico, com largura da base aproximada de 1,1 pm e comprimento de
1,7 um (Fig. 38A). A cromatina ¢ flocada e condensada em espessos conjuntos de fibras de
alta densidade (Fig. 38A-C). O contorno nuclear ndo possui uma fossa nuclear. No
complexo centriolar ambos os centriolos apresentam-se um tanto distantes entre si (Fig.
38B). Ocorre que os dois centriolos diferenciam-se em corpusculo basal e apenas um
origina o flagelo. Por convencdo, o centriolo que organiza o axonema do flagelo sera
considerado como o centriolo distal para efeito de comparagdes (Fig. 38B). O centriolo
proximal dispde-se lateralmente ao centriolo distal e apresentam-se em angulo ligeiramente
obliquo, quase paralelos entre si. A peca intermedidria localiza-se na base do nucleo, ¢
ligeiramente assimétrica e abriga as mitocondrias e o sistema vesicular (Fig. 38A). As
mitocondrias tem formato alongado e aparentemente sdo ramificadas, e estdo distribuidas
na base do nucleo e nas bordas da peca intermediaria (Figs. 38A, D). O sistema de
endomembranas ¢ composto por um conjunto irregular de tibulos e vesiculas de pequeno
diametro, distribuidas na por¢do final da pega intermedidria (Fig. 38D). O flagelo possui o

arranjo classico do axonema (9+2) (ndo mostrado).
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Figura 38. Espermatozoide de Neolebias trilineatus. O nlcleo (n) tem formato conico, ¢
excéntrico ao flagelo (f). A fossa nuclear estd ausente. O complexo centriolar (p, d)
dispdem-se lateralmente e quase paralelos um em relagdo ao outro. O canal citoplasmatico
estd presente (asterisco). A peca intermediaria (pi) € curta, e abriga as mitocOndrias
alongadas (m) e as vesiculas (v). d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria, n: nacleo, p:

centriolo proximal, v: vesicula, asterisco: canal citoplasmatico.
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Phago boulengeri

O nucleo ¢ conico, com largura da base aproximada de 1,3 pm e comprimento de
1,6 um (Fig. 39A). A cromatina ¢ flocada e condensada em espessos conjuntos de fibras de
alta densidade (Fig. 39A-C). O contorno nuclear ndo possui uma fossa nuclear. No
complexo centriolar ambos os centriolos apresentam-se um tanto distantes entre si. Ocorre
que os dois centriolos diferenciam-se em corpusculo basal e apenas um origina o flagelo.
Por convencao, o centriolo que organiza o axonema do flagelo sera considerado como o
centriolo distal para efeito de comparagdes (Fig. 39B). O centriolo proximal dispde-se
lateralmente ao centriolo distal e apresentam-se em angulo ligeiramente obliquo, quase
paralelos entre si. A peca intermedidria localiza-se na base do nucleo, ¢ ligeiramente
assimétrica e abriga as mitocondrias e o sistema vesicular (Fig. 39A). As mitocondrias tem
formato alongado e aparentemente sdo ramificadas, e estdo distribuidas na base do nucleo e
nas bordas da peca intermediaria (Fig. 39A-B, D). O sistema de endomembranas ¢
composto por um conjunto irregular de tibulos e vesiculas de pequeno diametro,
distribuidas na por¢ao final da peca intermediaria (Fig. 39D). O flagelo possui o arranjo

classico do axonema (9+2) (ndo mostrado).
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Figura 39. Espermatozoide de Phago boulengeri. O nucleo (n) tem formato conico, ¢
excéntrico ao flagelo (f). A fossa nuclear estd ausente. O complexo centriolar (p, d)
dispdem-se lateralmente e quase paralelos um em relagdo ao outro. O canal citoplasmatico
estd presente (asterisco). A peca intermediaria (pi) € curta, e abriga as mitocOndrias
alongadas (m) e as vesiculas (v). d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria, n: nacleo, p:

centriolo proximal, v: vesicula, asterisco: canal citoplasmatico.
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Xenocharax spilurus

O nucleo ¢ esférico e ligeiramente excéntrico em relagdo ao eixo flagelar, com
didmetro aproximado de 1,5 um (Fig. 40A). A cromatina ¢ flocada e condensada em
espessos conjuntos de fibras de alta densidade (Fig. 40A-C). O contorno nuclear ndo possui
uma fossa nuclear. No complexo centriolar ambos os centriolos apresentam-se um tanto
distantes entre si (Fig. 40A). Ocorre que os dois centriolos diferenciam-se em corpusculo
basal e apenas um origina o flagelo. Por convengdo, o centriolo que organiza o axonema do
flagelo sera considerado como o centriolo distal para efeito de comparagdes (Figs. 40A, E).
O centriolo proximal dispde-se lateralmente ao centriolo distal e apresentam-se em angulo
ligeiramente obliquo, quase paralelos entre si (Fig. 40A - E). A pega intermediaria localiza-
se na base do ntucleo, ¢ ligeiramente assimétrica e abriga as mitocondrias e o sistema
vesicular (Fig. 40A-B). As mitocondrias tem formato alongado e aparentemente sao
ramificadas, e estdo distribuidas na base do nucleo e nas bordas da peca intermedidria (Fig.
40B-C). O sistema de endomembranas ¢ composto por um conjunto irregular de tubulos e
vesiculas de pequeno didmetro, distribuidas na por¢ao final da pega intermediaria (Fig.

40D). O flagelo possui o arranjo classico do axonema (9+2) (ndo mostrado).
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Figura 40. Espermatozoide de Xenocharax spilurus. O nucleo (n) tem formato esférico, ¢
excéntrico ao flagelo (f). A fossa nuclear estd ausente. O complexo centriolar (p, d)
dispdem-se lateralmente e quase paralelos um em relagdo ao outro. O canal citoplasmatico
estd presente (asterisco). A peca intermediaria (pi) € curta, e abriga as mitocondrias
alongadas (m) e as vesiculas (v). d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria, n: nacleo, p:

centriolo proximal, v: vesicula, asterisco: canal citoplasmatico.
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Familia Hepsetidae
Hepsetus odoe

O nucleo ¢ esférico, com didmetro aproximado de 1,5 um, e disposto lateralmente
ao eixo flagelar (Fig. 41A). A cromatina ¢ granular e altamente compactada e
aparentemente sem areas elétron-lucidas (Fig. 41A, C). O contorno nuclear possui uma
unica depressdo concava, a fossa nuclear, em forma de arco, localizada lateralmente ao
nucleo. Ambos os centriolos proximal e distal nd3o estdo inseridos na fossa nuclear (Fig.
41A). O centriolo proximal apresenta-se antero-lateral ao centriolo distal e apresentam-se
obliquos um em relag@o ao outro (Fig. 41A- B). A peca intermediaria localiza-se na base do
nucleo, ¢ fortemente assimétrica e abriga o canal citoplasmatico, as mitocOndrias e as
vesiculas (Fig. 41A-F). O canal citoplasmatico esta localizado entre a membrana da peca
intermediaria e a flagelar. As mitocondrias tém formato alongado e estdo distribuidas na
regido central da peca intermedidria (Figs. 41A, E). O sistema de endomembranas ¢
composto por vesiculas (Fig. 41A, B, D-E) e tubulos grandes que se interconectam (Figs.
41B-C), distribuidos a partir da periferia de toda a peca intermedidria e concentrando-se
principalmente na segunda metade da peca intermediaria entremeados pelas mitocondrias.

O flagelo possui o arranjo cléssico do axonema (9+2) (ndo mostrado).
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Figura 41. Espermatozoide de Hepsetus odoe. O nucleo (n) tem formato esférico, ¢ lateral
ao flagelo (f). A fossa nuclear ¢ unica. O complexo centriolar (p, d) dispdem-se
lateralmente ao nucleo, e antero-lateralmente e obliquos um em relagdo ao outro. O canal
citoplasmatico esta presente (asterisco). A peca intermediaria (pi) é curta, ¢ abriga as
mitocondrias alongadas (m) e os tubulos (t) e vesiculas (v). d: centriolo distal, f: flagelo, m:
mitocondria, n: nuacleo, p: centriolo proximal, t: tabulo, v: vesicula, asterisco: canal

citoplasmatico, seta: fossa nuclear.
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Familia Lebiasinidae
Subfamilia Pyrrhulininae
Copeina sp.

O ntcleo ¢ esférico, com diametro aproximado de 1,6 um e apresenta-se fortemente
excéntrico ao eixo flagelar (Fig. 42A). A cromatina ¢ granular e altamente compactada e
aparentemente com algumas areas elétron-lucidas (Fig. 42A- C). O contorno nuclear possui
uma Unica depressao concava, a fossa nuclear, em forma de arco, e posicionada fortemente
excéntrica ao nucleo (Fig. 42B). Apenas o centriolo proximal estd inserido na fossa nuclear
(Fig. 42B-C). O centriolo proximal apresenta-se antero-lateral ao centriolo distal e
apresentam-se obliquos um em relagdo ao outro (Fig. 42B-C). A peca intermedidria
localiza-se na base do nucleo, ¢ ligeiramente assimétrica e abriga o canal citoplasmatico, as
mitocondrias e as vesiculas (Fig. 42A-C). O canal citoplasmatico esta localizado entre a
membrana da pec¢a intermedidria e a flagelar. Nao ha informacdo sobre a forma das

mitocondrias e vesiculas devido ao estado de preservagdo do material.
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Figura 42. Espermatozoide de Copeina sp. O nucleo (n) tem formato esférico, ¢ lateral ao
flagelo (f). A fossa nuclear ¢ unica. O complexo centriolar (p, d) dispdem-se lateralmente
ao nucleo, e antero-lateralmente e obliquos um em relagdo ao outro. O canal citoplasmatico
esta presente (asterisco). A peca intermedidria (pi) € curta. Devido a condigdo de
preservacdo do material ndo € possivel obter informacdes sobre as mitocondrias e o sistema
de endomembranas. d: centriolo distal, f: flagelo, n: nticleo, p: centriolo proximal, asterisco:

canal citoplasmatico, seta: fossa nuclear.
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Copella nattereri

O nucleo ¢é esférico, com didmetro aproximado de 2,0 um e apresenta-se fortemente
excéntrico ao eixo flagelar (Fig. 43A). A cromatina ¢ granular e altamente compactada e
aparentemente e com areas elétron-lucidas (Fig. 43A- C). O contorno nuclear possui uma
unica depressdo concava, a fossa nuclear, em forma de arco, e posicionada fortemente
excéntrica ao nicleo. Apenas o centriolo proximal estd inserido na fossa nuclear (Fig. 43A).
O centriolo proximal apresenta-se antero-lateral ao centriolo distal e apresentam-se
obliquos um em relagcdo ao outro (Fig. 43A). A peca intermediaria localiza-se na base do
nucleo, € ligeiramente assimétrica e abriga o canal citoplasmatico, as mitocondrias e as
vesiculas (Fig. 43A- B). O canal citoplasmatico esta localizado entre a membrana da peca
intermediaria e a flagelar. As mitocondrias tém formato esférico e estdo distribuidas por
toda a peca intermediaria (Fig. 43A- B, D). O sistema de endomembranas ¢ composto por
vesiculas grandes que se interconectam, distribuidos a partir da periferia de toda a peca
intermediaria e concentrando-se principalmente na segunda metade da peca intermediaria
entremeados pelas mitocondrias (Fig. 43A-D). O flagelo possui o arranjo cldssico do

axonema (9+2) (ndo mostrado).
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Figura 43. Espermatozoide de Copella nattereri. O nucleo (n) tem formato esférico, ¢
lateral ao flagelo (f). A fossa nuclear ¢ unica. O complexo centriolar (p, d) dispdem-se
lateralmente ao nucleo, e antero-lateralmente e obliquos um em relagdo ao outro. O canal
citoplasmatico esta presente (asterisco). A peca intermediaria (pi) é curta, ¢ abriga as
mitocondrias esféricas (m) e as vesiculas (v). d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria,
n: nucleo, p: centriolo proximal, v: vesicula, asterisco: canal citoplasmatico, seta: fossa

nuclear.
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Nannostomus beckfordi

O nucleo ¢ esférico e lateral ao eixo flagelar, com diametro aproximado de 2,3 um
(Fig. 44A). A cromatina ¢ granular e altamente compactada (Fig. 44A) com algumas areas
elétron-lucidas. O contorno nuclear possui uma Unica depressdo concava, a fossa nuclear,
localizada lateralmente ao nucleo, que abriga totalmente apenas o centriolo proximal, sendo
o distal completamente fora (Fig. 44B). O centriolo proximal dispde-se antero-lateral ao
centriolo distal e apresentam-se em angulo obliquo, um em relacdao ao outro (Fig. 44B). A
peca intermedidria localiza-se na base do nucleo, ¢ fortemente assimétrica e abriga o canal
citoplasmatico, as mitocondrias e as vesiculas (Fig. 44A). O canal citoplasmatico esta
localizado entre a membrana da peca intermediaria e a flagelar, apresentando-se muito
curto (Fig. 44A- B). As mitocondrias tem formato alongado e estdo distribuidas
concentricamente na peca intermedidria ao redor do canal citoplasmatico (Fig. 44C). O
sistema de endomembranas ¢ composto por vesiculas dispersas na periferia da peca
intermedidria, e por um conjunto de vesiculas interconectadas, com aspecto rendilhado,
distribuidas em uma dada regido da pega intermediaria (Fig. 44A, D). O flagelo possui o

arranjo classico do axonema (9+2) (ndo mostrado).

93



0,5um 0,5um

Figura 44. Espermatozoide de Nannostomus beckfordi. O ntcleo (n) tem formato esférico, ¢
lateral ao flagelo (f). A fossa nuclear ¢ unica. O complexo centriolar (p, d) dispdem-se
lateralmente ao nucleo, e antero-lateralmente e obliquos um em relagdo ao outro. O canal
citoplasmatico esta presente (asterisco). A peca intermediaria (pi) é curta, ¢ abriga as
mitocondrias alongadas (m) e as vesiculas (v), e o sistema de vesiculas reticulares (vr). d:
centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria, n: ntcleo, p: centriolo proximal, v: vesicula,

asterisco: canal citoplasmatico, seta: fossa nuclear.
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Nannostomus nitidus

O nucleo ¢ esférico e lateral ao eixo flagelar com diametro aproximado de 2,3 um
(Fig. 45A). A cromatina ¢ granular e altamente compactada (Fig. 45A) com algumas areas
elétron-lucidas. O contorno nuclear possui uma Unica depressdo concava, a fossa nuclear,
localizada lateralmente ao nucleo (Fig. 45A). Ambos o centriolos proximal e distal estao
fora da fossa nuclear. O centriolo proximal dispde-se anteriormente ao centriolo distal e
apresentam-se em angulo obliquo, um em relagdo ao outro (Fig. 45A- B). A peca
intermedidria localiza-se na base do nucleo, ¢ fortemente assimétrica e abriga o canal
citoplasmatico, as mitocondrias e as vesiculas (Fig. 45A). O canal citoplasmatico esta
localizado entre a membrana da peca intermediaria e a flagelar, apresentando-se muito
curto (Fig. 45A- C). As mitocondrias tem formato alongado e estdo distribuidas
concentricamente na peca intermedidria ao redor do canal citoplasmético (Fig. 45D). O
sistema de endomembranas € composto por vesiculas dispersas na periferia da peca

intermediaria (Fig. 45A- C). O flagelo possui o arranjo classico do axonema (9+2) (ndo

mostrado).
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Figura 45. Espermatozoide de Nannostomus nitidus. O nicleo (n) tem formato esférico, é
lateral ao flagelo (f). A fossa nuclear ¢ unica. O complexo centriolar (p, d) dispdem-se
lateralmente ao nticleo, e antero-lateralmente e obliquos um em relagdo ao outro. O canal
citoplasmético esta presente (asterisco). A peca intermedidria (pi) € curta, e abriga as
mitocondrias alongadas (m) e as vesiculas (v). d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria,
n: nucleo, p: centriolo proximal, v: vesicula, asterisco: canal citoplasmatico, seta: fossa

nuclear.
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Nannostomus eques

O nucleo ¢ esférico e lateral ao eixo flagelar com diametro aproximado de 1,8 um
(Fig. 46A- B). A cromatina ¢ granular e altamente compactada (Fig. 46A- C). O contorno
nuclear possui uma unica depressdo concava, a fossa nuclear, localizada lateralmente ao
nucleo (Fig. 46A). Ambos o centriolos proximal e distal estdo fora da fossa nuclear. O
centriolo proximal dispde-se anteriormente ao centriolo distal e apresentam-se em angulo
obliquo, um em relacdo ao outro (Fig. 46B). A peca intermedidria localiza-se na base do
nucleo, ¢ fortemente assimétrica e abriga o canal citoplasmatico, as mitocOndrias e as
vesiculas (Fig. 46A). O canal citoplasmatico esta localizado entre a membrana da peca
intermediaria e a flagelar, apresentando-se muito curto (Fig. 46A). As mitocondrias tem
formato alongado e estdo distribuidas concentricamente na pecga intermediaria ao redor do
canal citoplasmatico (Fig. 46A- D). O sistema de endomembranas ¢ composto por vesiculas
dispersas na periferia da pega intermedidria (Fig. 46B, D). O flagelo possui o arranjo

classico do axonema (9+2) (ndo mostrado).
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Figura 46. Espermatozoide de Nannostomus eques. O nucleo (n) tem formato esférico, ¢é
lateral ao flagelo (f). A fossa nuclear ¢ unica. O complexo centriolar (p, d) dispdem-se
lateralmente ao nticleo, e antero-lateralmente e obliquos um em relagdo ao outro. O canal
citoplasmético esta presente (asterisco). A peca intermedidria (pi) € curta, e abriga as
mitocondrias alongadas (m) e as vesiculas (v). d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria,
n: nucleo, p: centriolo proximal, v: vesicula, asterisco: canal citoplasmatico, seta: fossa

nuclear.
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Subfamilia Lebiasininae
Lebiasina aff. festae, L. bimaculata, L. erythrinoides, L. melanoguttata, L. aff. uruyensis1,
L. aff. uruyensis2, Piabucina boruca, P. elongata € P. panamensis

O nucleo dos espermatozoides de todas as espécies ¢ lateral ao eixo flagelar e possui
a forma de ‘gota’ sendo ligeiramente alongado em dire¢ao ao flagelo (Figs. 47a, d, g, 48a,
d, g, 49a, d, g). O comprimento do nticleo foi mensurado pelo eixo longitudinal x eixo
transversal sendo em Lebiasina aff. festae 1,7 x 1,4 um, L. bimaculata 1,9 x 1,1 um, L.
erythrinoides 1,7 x 1,1 um, L. melanoguttata 2,0 x 1,4 um, L. aff. uruyensis1 2,2 x 1,5 um,
L. aff. uruyensis2 1,9 x 1,3 um, Piabucina boruca 1,8 x 1,3 um, P. elongata 2,1 x 1,3 pm, e
in P. panamensis 1,8 x 1,3 pm. No contorno do nucleo, a fossa nuclear ¢ dupla e rasa. O
complexo centriolar possui uma posi¢do superolateral préximo ao topo do nucleo (Figs.
47a, d, g, 48a, d, g, 49a, d, g). A porcdo final anterior do centriolo proximal estd
parcialmente inserida na primeira depressdo da fossa nuclear, e o centriolo distal esta
totalmente fora (Figs. 47a-inset, d-inset, g-inset, 48a, d, g, 49a, d, g). O centriolo proximal ¢
anterior em relagdo ao distal (Figs. 47a-inset, d-inset, g-inset, 48a, d, g, 49a, d, g). A
orientagdo do centriolo proximal ¢ ligeiramente obliqua em relacdo ao distal (Figs. 47a-
inset, d-inset, g-inset, 48a, d, g, 49a, d, g). No complexo centriolar duas raizes estriadas
irradiam-se a partir dos lados opostos do centriolo distal (Figs. 47b, e, h, 48b, e, h, 49b, e,
h). A peca intermediaria ¢ fortemente assimétrica e abriga o canal citoplasmatico, o sistema
de endomembranas e poucas mitocondrias oblongas (Figs. 47a, ¢, d, f, g, 1, 48a, ¢, d, f, g, 1,
49a, ¢, d, f, g, 1). Consequentemente a pe¢a intermedidria ¢ formada por uma por¢do maior
que abriga o sistema de endomembranas e as mitocondrias concentrada na base do nucleo,
e uma porg¢ao estreita de citoplasma sem organelas (Figs. 47a, ¢, d, f, g, I, 48a, c, d, f, g, 1,
49a, c, d, f, g, 1). O sistema de endomembranas ¢ composto por poucas vesiculas
aparentemente esféricas de pequeno diametro (Figs. 47c, f, 1, 48c, f, 1, 49c¢, f, 1). O flagelo
contétm o arranjo cldssico do axonema (9+2) e ndo apresenta projegdes laterais de

membrana ou aletas (Figs. 47a, d, g, 48a, d, g, 49a, d, g).
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Figura 47. Espermatozoide de Lebiasina aff. festae (A, B, C), L. bimaculata (D, E, F), L.
erythrinoides (G, H, I). O nucleo (n) de todas as espécies tem forma de ‘gota’, ¢ lateral ao
flagelo (f) e ligeiramente alongado em diregdo ao flagelo. O complexo centriolar (p, d) ¢ a
fossa nuclear (seta) ¢ superolateral. Note a presencas das raizes estriadas (r) nos dois lados
opostos do centriolo distal (d). O centriolo proximal (p) ¢ ligeiramente obliquo em relagdo
ao distal (d) (a-inset, d-inset, g-inset). O canal citoplasmdtico estd presente (asterisco). A
peca intermediaria (pi) é curta e assimétrica, e abriga as mitocondrias oblongas (m) e as
vesiculas (v). a: axonema, d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria, n: nucleo, p:
centriolo proximal, r: raiz estriada, v: vesicula, asterisco: canal citoplasmatico, seta: fossa

nuclear. Barra: 0,5 um.
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Figura 48. Espermatozoide de Lebiasina melanoguttata (A, B, C), L. aff. uruyensis1 (D, E,

F), L. aff. uruyensis2 (G, H, I). O nucleo (n) de todas as espécies tem forma de ‘gota’, ¢
lateral ao flagelo (f) e ligeiramente alongado em dire¢ao ao flagelo. O complexo centriolar
(p, d) e a fossa nuclear (seta) ¢ superolateral. Note a presencas das raizes estriadas (r) nos
dois lados opostos do centriolo distal (d). O centriolo proximal (p) € ligeiramente obliquo
em relagdo ao distal (d). O canal citoplasmético estd presente (asterisco). A peca
intermediaria (pi) é curta e assimétrica, ¢ abriga as mitocondrias oblongas (m) e as
vesiculas (v). a: axonema, d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria, n: nucleo, p:
centriolo proximal, r: raiz estriada, v: vesicula, asterisco: canal citoplasmatico, seta: fossa

nuclear. Barra: 0,5 um.
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Figura 49. Espermatozoide de Piabucina boruca (A, B, C), P. elongata (D, E, F), P.
panamensis (G, H, I). O nucleo (n) de todas as espécies tem forma de ‘gota’, ¢ lateral ao
flagelo (f) e ligeiramente alongado em diregdo ao flagelo. O complexo centriolar (p, d) ¢ a
fossa nuclear (seta) ¢ superolateral. Note a presencas das raizes estriadas (r) nos dois lados
opostos do centriolo distal (d). O centriolo proximal (p) ¢ ligeiramente obliquo em relagdo
ao distal (d). O canal citoplasmatico estd presente (asterisco). A pec¢a intermediaria (pi) €
curta ¢ assimétrica, e abriga as mitocondrias oblongas (m) e as vesiculas (v). a: axonema,
d: centriolo distal, f: flagelo, m: mitocondria, n: nucleo, p: centriolo proximal, r: raiz

estriada, v: vesicula, asterisco: canal citoplasmatico, seta: fossa nuclear. Barra: 0,5 um.
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2. Lista de caracteres morfologicos

A seguir sdo descritos 61 caracteres, sendo 03 provenientes do modo de reprodugdo
e morfologia do testiculo (caracteres 0 a 2), 11 da espermiogénese e espermatides
(caracteres 3 ao 13) e 47 da forma final do espermatozoide (caracteres 14 ao 60). Entre
parénteses sdo citados os primeiros estudos nos quais aparecem as descrigdes dos caracteres

e/ou seus respectivos estados de carater.

Modo de reproducio e morfologia testicular
0. Modo de reprodugdo por inseminagdo (Mirande, 2009 — caracter 353):
(0) ausente

(1) presente

1. Estrutura testicular com condicao Tripartite (Baicere-Silva, 2013 — caracter 1):
(0) ausente

(1) presente

2. Disposigao dos espermatozoides no compartimento luminal do testiculo:
(0) aleatodria

(1) espermatozeugmata (Ferreira ef al., 2011 — caracter 35)

Espermiogénese e espermatides
3. Local de finalizagdo da espermiogénese (Baicere-Silva, 2013 — caracter 3):
(0) no cisto - cistica

(1) no limen - parcialmente cistica

4. Posicao inicial do flagelo em relacdo ao ntcleo:
(0) lateral

(1) excéntrico a medial

5. Posic¢ao do centriolo proximal em relagdo ao centriolo distal (nucleo inicial excéntrico a

medial):
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(0) anterior, medial e perpendicular
(1) antero-lateral e obliquo com angulo agudo (< 90°)
(2) lateral e paralelo

*nao se aplica ao estado (0) do caracter 4

6. Posicdo do centriolo proximal em relagdo ao centriolo distal (nticleo inicial lateral):
(0) anterior, medial e perpendicular

(1) antero-lateral e obliquo com angulo obtuso (>90°)

(2) antero-lateral e obliquo com angulo agudo (< 90°)

(3) anterior, ligeiramente deslocado e obliquo

(4) antero-lateral e perpendicular

*nao se aplica ao estado (1) do caracter 4

7. Movimentacao do ntcleo em dire¢cdo/sobre ao complexo centriolar (apenas para flagelo
inicial lateral ao nucleo):

(0) presente

(1) ausente

*ndo se aplica ao estado (1) do caracter 4

8. Rotagdo do nucleo em diregdo ao flagelo:
(0) ausente

(1) presente

9. Rotagdo nuclear sobre o complexo centriolar (aplicavel para nucleo inicial lateral):
(0) presente
(1) ausente

*ndo se aplica ao estado (1) do caracter 4

10. Tipo de rotacao nuclear sobre o complexo centriolar (aplicavel para nucleo inicial
lateral):

(0) total
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(1) parcial

*ndo se aplica ao estado (1) do caracter 4

11. Alongamento do nucleo:
(0) ausente

(1) presente em diregdo ao eixo flagelar

12. Fossa nuclear (Ferreira et al., 2011 — caracter 18):
(0) ausente

(1) presente

13. Centriolo distal diferenciado em corptsculo basal:
(0) ausente

(1) presente

Espermatozoide

14. Forma do nucleo inicialmente lateral ao corte longitudinal:
(0) esférico

(1) gota

(2) oval

(3) arqueado

*ndo se aplica ao estado (1) do caracter 4

15. Forma do ntcleo inicialmente excéntrico a medial ao corte longitudinal:
(0) conico
(1) esférico

*ndo se aplica ao estado (0) do caracter 4

16. Posic¢ao do nucleo em relagdo ao eixo flagelar (flagelo inicial lateral ao nucleo):
(0) medial

(1) excéntrico
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(2) fortemente excéntrico
(3) lateral

*nao se aplica ao estado (1) do caracter 4

17. Posi¢ao do nticleo em relacdo ao eixo flagelar (flagelo inicial excéntrico a medial ao
nucleo):

(0) excéntrico

(1) lateral

*ndo se aplica ao estado (0) do caracter 4

18. Distribui¢dao da cromatina no nucleo:

(0) grandes conjuntos fibrosos de cromatina proximos uns dos outros

(1) grandes conjuntos fibrosos de cromatina interespagados por areas elétron-licidas
(2) cromatina com aspecto fibrilar, do tipo "esponja de aco"

(3) finamente granular e homogénea

(4) conjuntos fibrosos esparsos distribuidos aleatoriamente

19. Areas elétron-lucidas no ntcleo:
(0) presente

(1) ausente

20. Compartimentos membranosos (lamellae anulata) distribuidos pelo citoplasma ao redor
do nucleo:
(0) ausente

(1) presente

21. Arranjo da fossa nuclear:
(0) tinica cavidade

(1) dupla cavidade

22. Forma da fossa nuclear com uma tnica cavidade:
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(0) arco raso
(1) arco ramificado
(2) arco profundo ndo ramificado

*nao se aplica ao estado (1) do caracter 21

23. Posicao do complexo centriolar em relacao ao nucleo inicial lateral:
(0) excéntrico

(1) medial

(2) fortemente excéntrico

(3) lateral

(4) superolateral

(5) anteromedial

*ndo se aplica ao estado (1) do caracter 4

24. Posicao do complexo centriolar em relagdo ao nucleo inicial excéntrico a medial:

(0) excéntrico
(1) fortemente excéntrico
(2) lateral

*nao se aplica ao estado (0) do caracter 4

25. Posicao relativa entre os centriolos proximal e distal (nticleo inicial excéntrico a
medial):

(0) centriolo proximal lateral e paralelo ao distal

(1) centriolo proximal anterior, medial e perpendicular ao distal

(2) centriolo proximal anterior, lateral e angulo agudo ao distal

*ndo se aplica ao estado (0) do caracter 4

26. Posicao relativa entre os centriolos proximal e distal (nucleo inicial lateral):
(0) centriolo proximal anterior, medial e perpendicular ao distal
(1) centriolo proximal anterior, medial e obliquo ao distal

(2) centriolo proximal anterior, lateral e angulo agudo ao distal
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(3) centriolo proximal anterior, lateral e perpendicular ao distal
(4) centriolo proximal anterior, lateral e angulo obtuso ao distal
(5) centriolo proximal anterior, medio-lateral e perpendicular ao distal

*nao se aplica ao estado (1) do caracter 4

27. Insercao do complexo centriolar na fossa nuclear unica:
(0) ambos os centriolos fora da fossa

(1) apenas o centriolo proximal est4 inserido na fossa nuclear
(2) centriolo proximal e distal estdo inseridos na fossa nuclear
(3) centriolo proximal e distal parcialmente inseridos

*nao se aplica ao estado (1) do caracter 21

28. Insercao do centriolo distal na fossa nuclear tnica:
(0) parcial, aproximadamente 2/3 ou mais
(1) total

*nao se aplica ao estado (1) do caracter 21; e aos estados (0), (1) do caracter 27

29. Inser¢ao do complexo centriolar na fossa nuclear dupla:
(0) apenas o centriolo proximal esté inserido na fossa nuclear
(1) centriolo proximal e distal inseridos

*ndo se aplica ao estado (0) do caracter 21

30. Inser¢do do centriolo proximal na fossa nuclear dupla:
(0) parcial
(1) total

*ndo se aplica ao estado (0) do caracter 21
31. Inser¢do da porcao inicial do flagelo na fossa nuclear:

(0) ausente

(1) presente

108



32. Filamentos de ancoragem do tipo "raizes estriadas":
(0) ausente

(1) presente

33. Irradiagao das "raizes estriadas":
(0) a partir do complexo centriolar
(1) a partir do centriolo distal

*nao se aplica ao estado (0) do caracter 32

34. Fibrilas de ancoragem nao estriadas que irradiam em dire¢@o ao nucleo:
(0) ausente

(1) presente

35. Canal citoplasmaético:
(0) presente

(1) ausente

36. Anel concéntrico membranoso presente no canal citoplasmatico:
(0) ausente
(1) presente

*ndo se aplica ao estado (1) do caracter 35

37. Peca intermediaria:
(0) presente

(1) ausente

38. Simetria da peca intermedidria em relacdo ao comprimento (sentido longitudinal)
(Ferreira et al., 2011 — caracter 27):

(0) simétrica

(1) assimétrica

*ndo se aplica ao estado (1) do caracter 37
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39. Ttbulos membranosos na peca intermedidria:
(0) ausente
(1) presente

*ndo se aplica ao estado (1) do caracter 37

40. Quantidade e forma das mitocondrias:
(0) varias alongadas e/ou ramificadas

(1) varias oblongas

(2) varias esféricas

(3) tinica arredondada

(4) tinica em forma de “c”

(5) inica ramificada

41. Mitocondrias distribuidas proximas ao nucleo:
(0) periféricas ao redor de todo o nucleo

(1) apenas na base do nucleo

(2) a partir da regido medial

(3) na extremidade do nticleo, envolvendo-o

42. Localizagao das mitocondrias na regido anterior da peca intermedidria ao corte
transversal (Baicere-Silva, 2013 — caracter 43):

(0) apenas em um dos lados

(1) preferencialmente em um dos lados

(2) nos dois lados

(3) ausente

*ndo se aplica ao estado (1) do caracter 37

43. Localizagdo das mitocondrias na regido intermediaria da pega intermediaria ao corte
transversal (Baicere-Silva, 2013 — caracter 44):

(0) apenas em um dos lados
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(1) preferencialmente em um dos lados
(2) nos dois lados
(3) ausente

*nao se aplica ao estado (1) do caracter 37

44. Localizagao das mitocondrias na regido posterior da peca intermediaria ao corte
transversal (Baicere-Silva, 2013 — caracter 45):

(0) apenas em um dos lados

(1) preferencialmente em um dos lados

(2) nos dois lados

(3) ausente

*nao se aplica ao estado (1) do caracter 37

45. Bainha citoplasmaética (Ferreira et al., 2011 — caracter 28):
(0) ausente

(1) presente

46. Arranjo do sistema de endomembranas:

(0) tabulos dispostos regularmente, com aspecto de "peneira"

(1) vesiculas grandes

(2) vesiculas pequenas

(3) tibulo-vesicular

(4) padrao alveolar (Baicere-Silva, 2013- caracter 65, estado 0)

(5) vesiculas grandes e pequenas

(6) corrente de rolo em camadas concéntricas (Baicere-Silva, 2013 - caracter 65, estado 3)

(7) rendilhado (Baicere-Silva, 2013- caracter 65, estado 1)
47. Sistema tibulo-vesicular conectado a membrana citoplasmatica:

(0) ausente

(1) presente
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48. Simetria da regido proximal da peca intermediaria com relagdo a distribui¢do das
organelas em relacdo ao flagelo no corte transversal (Baicere-Silva, 2013 — caracter 26):
(0) simétrica

(1) assimétrica

(2) fortemente assimétrica

*ndo se aplica ao estado (1) do caracter 37

49. Simetria da regido intermediaria da peca com relacdo a distribuicao das organelas em
relacdo ao flagelo no corte transversal (Baicere-Silva, 2013 - caracter 27):

(0) simétrica

(1) assimétrica

(2) fortemente assimétrica

*ndo se aplica ao estado (1) do caracter 37

50. Simetria da regido terminal da pec¢a intermediaria com relacao a distribuigdo das
organelas em relacao ao flagelo no corte transversal (Baicere-Silva, 2013 — caracter 28):
(0) simétrica

(1) assimétrica

(2) fortemente assimétrica

*nao se aplica ao estado (1) do caracter 37

51. Vesiculas membranosas na regido perinuclear:
(0) ausente

(1) presente

52. Vesiculas membranosas na regido anterior da peca intermedidria (exceto bainha
citoplasmatica):

(0) ausente

(1) presente

*ndo se aplica ao estado (1) do caracter 37
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53. Vesiculas membranosas na regido intermediaria da peca intermedidria (exceto bainha
citoplasmatica):

(0) ausente

(1) presente

*ndo se aplica ao estado (1) do caracter 37

54. Vesiculas membranosas na regido posterior da peca:
(0) ausente
(1) presente

*ndo se aplica ao estado (1) do caracter 37

55. Citoplasma na porcao do flagelo contido no interior do canal citoplasmatico:
(0) ausente

(1) presente

56. Vesiculas ao longo da estrutura flagelar:
(0) ausente

(1) presente

57. Distribuigao das vesiculas ao longo da estrutura flagelar:
(0) por¢ao inicial do flagelo

(1) 2/3 ou mais, ou seja, por¢do inicial e medial do flagelo
(2) porgao final do flagelo

(3) por todo o flagelo

*nao se aplica ao estado (0) do caracter 56

58. Aspecto da membrana flagelar ao corte transversal:
(0) circular

(1) aletas

(2) crenado
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59. Forma da proje¢ao alada (aletas) da membrana flagelar:
(0) unilateral
(1) bilateral

*nao se aplica ao estado (0) e (2) do caracter 58

60. Corpos elétron-densos associados externamente a cada dupla de microtubulos
periféricos no axonema:
(0) ausente

(1) presente

3. Analise Filogenética
3.1 Analise molecular

A matriz de dados moleculares possui 151 taxons, sendo 24 provenientes deste
estudo e 127 originarios da matriz de dados de Calcagnotto e colaboradores (2005) (Anexo
IIT). As sequéncias parciais correspondentes aos cinco genes foram utilizadas de forma
concatenada e um total de 3497 caracteres foi empregado na analise de Parcimdnia, sendo
1686 constantes, 249 varidveis e ndo informativos e 1562 caracteres informativos para a
andlise de parcimdnia. A andlise filogenética resultou em 144 4rvores igualmente
parcimoniosas com comprimento de 15489 passos. A arvore de consenso estrito ¢
apresentada na Fig. 50 (com os respectivos valores de suporte).

A topologia obteve a subordem Citharinoidei como monofilética (composta pelas
familias Citharinidae e Distichodontidae) e basal para a ordem Characiformes (clado 2 —
Fig. 50), com altos valores de suporte (BT 90%, ¢ BR 9). Dentro de Citharinoidei, a familia
Distichodontidae ¢ considerada monofilética, com valores de suporte de Bootstrap 63 e
Bremer 9 (Fig. 51). Xenocharax spilurus ¢ obtido como mais basal dentro de
Distichodontidae. O clado 3 (Fig. 50) ¢ constituido pela subordem Characoidei, no qual a
familia Crenuchidae ¢ obtida como irma do clado que retine as demais familias de
Characiformes. A familia Crenuchidae ¢ monofilética (Fig. 52 — clado 196) e constituida
pelas subfamilias Characidiinae e Crenuchinae, ambas também monofiléticas e com alto
valor de suporte para a Crenuchinae (BT 85 e BR 9), porém com suporte relativamente

baixo para Characidiinae (BT 57 e BR 9). Dentro de Characoidei, quatro grandes clados sdo
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obtidos: (1) 0 clado 5, formado pelas familias (Chalceidae
(Triportheidae+Acestrorhynchidae)) + (Iguanodectidae (Bryconidae + Characidae)) (Fig.
53); (2) O clado 12, que abriga trés das quatro familias que fariam parte de Erythrinoidea
(segundo Buckup, 1998), sendo (Erythrinidae (Ctenoluciidae + Lebiasinidae)) (Fig. 54).
Neste clado, as trés familias sdo obtidas como monofiléticas. Em Erythrinidae, Hoplias ¢é
obtido como grupo-irmao de (Hoplerythrinus + Erythrinus), em Lebiasinidae Pyrrhulina é
grupo-irmao de (Copella + Nannostomus); (3) O clado 14 (Fig. 55) ¢ composto pelas
familias (Serrasalmidae (Cynodontidae (Parodontidae + Hemiodontidae) + (Anostomidae
(Prochilodontidae + Chilodontidae)))), todas monofiléticas; (4) O clado 20 (Fig. 56)
recupera a familia Alestidae como parafilética, incluindo Hepsetidae como grupo-irmao de
Arnoldichthys spilopterus. O clado 176 é composto por Alestidae (parafilética) e possui um

alto valor de suporte de Bremer (9) e Bootstrap (99) excluindo-se Arnoldichthys.
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Figura 50. Arvore de consenso estrito obtida pelo método de Maxima Parcimonia
utilizando exclusivamente os dados moleculares. Os nimeros acima dos nds identificam os
clados, os niimeros abaixo representam os valores de suporte de Bootstrap (> 50%) e
Bremer, respectivamente. Os tracos (-) denotam valores de Bootstrap < 50%.
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2 — Citharinidae
E— Lo ) Subordem Citharinoidei
— Distichodontidae

—— Citharinus citharus I Citharinidae
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oo/ .
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245 : : : i
B Distichodus sexfasciatus
247 —— Distichodus mossambicus d
76/3
g Distichodus fasciolatus a
-1 : . :
—— Distichodus fasciolatus e
— Distichodus fasciolatus

Figura 51. Arvore parcial de consenso estrito obtida com dados moleculares. Clado niimero
2 expandido exibindo as relagdes menos inclusivas de Citharinidae e Distichodontidae. Os
nimeros acima dos nds identificam os clados, os nimeros abaixo representam os valores de
suporte de Bootstrap (> 50%) e Bremer, respectivamente. Os tracos (-) denotam valores de
Bootstrap < 50%.
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— Crenuchidae  J{EG—

— Chalceidae

5 _7E Triportheidae
Acestrorhynchidae

—— Iguanodectidae

_gE Bryconidae
Characidae

Y Erythrinidae

13 Ctenoluciidae Subordem Characoidei
11 Lebiasinidae

—— Serrasalmidae

14 Cynodontidae

15

10 17
16 L Hemiodontidae

19 [ Prochilodontidae

——Parodontidae

18 L Chilodontidae
— Anostomidae

AEArnoldichthys spilopterus
20 Hepsetidae

— Alestidae

s Poecilocharax cf. weitzmani

85/9

Subfamilia Crenuchinae

= Crenuchus spilurus

C
. —— Odontocharacidium aphanes r
249
— e
5 8| . Elachocharax sp. n
®*l— Elachocharax geryi u
195 C
5719 Characidium vidali .
229 Subfamilia Characidiinae h
99/9 Co .
—— Characidium sp. i
194 d
- = Ammocryptocharax minutus a
193 ' .
B Melanocharacidium sp. e
226

Characidium fasciatum

—— Characidium purpuratum

Figura 52. Arvore parcial de consenso estrito obtida com dados moleculares. Clado niimero
3 expandido exibindo as relagdes de Crenuchidae. Os niimeros acima dos nds identificam
os clados, os nimeros abaixo representam os valores de suporte de Bootstrap (> 50%) e
Bremer, respectivamente. Os tragos (-) denotam valores de Bootstrap < 50%.
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ZZBE Chalceus macrolepidotus . Chalceidae

99/ Cha|CEIdae Triportheidae

Chalceus erythrurus Acestror
hynchidae

Iguanodectidae
Bryconidae
Characidae

Triportheus angulatus I Triportheidae
Acestrorhynchus sp.

Roestes molossus Acestrorhynchidae
Gnathocharax sp.

173 Iguanodectes sp. .
— %: 9 ° I Iguanodectidae

Bryconops sp.

Salminus maxilosus .
= I Bryconidae

79|

Brycon hilarii

172
-2 Inpaichthys kerri
Astyanax bimaculatus
Moenkhausia sanctaefilomenae
%? Astyanacinus sp. C
Hemigrammus rodwayi
Hemigrammus erythrozonus h
Hyphessobrycon eques
170 Hemigrammus bleheri a
9579 Mimagoniates lateralis
Gephyrocharax sp. r
Hemibrycon beni
Creagrutus sp. a
Knodus sp.
%% Bryconamericus diaphanus c
) Prodontocharax sp. .
Cheirodontops sp. I
Cheirodon sp.
Aphyocheirodon sp. d
Exodon paradoxus
Cynopotamus amazonum a
Roeboides myersii
Charax caudimaculatus e
Roeboides affinis
roeboidessp6l2
roeboides613

Figura 53. Arvore parcial de consenso estrito obtida com dados moleculares. Clado niimero
5 expandido exibindo as relagdes de Chalceidae, Triportheidae, Acestrorhynchidae,
Iguanodectidae, Bryconidae e Characidae. Os numeros acima dos nds identificam os
clados, os niimeros abaixo representam os valores de suporte de Bootstrap (> 50%) e
Bremer, respectivamente. Os tracos (-) denotam valores de Bootstrap < 50%.
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Y Erythrinidae

13 — Ctenoluciidae
1 —— Lebiasinidae

—— Serrasalmidae
Cynodontidae

14

15

17 [—Parodontidae
16 L Hemiodontidae
19 [ Prochilodontidae

18 L Chilodontidae
— Anostomidae

70 Hoplias malabaricus
[100/9

252 —— Hoplias sp.

67/9

Erythrinidae

—— Hoplerythrinus unitaeniatus

251
889 oo Erythrinus sp.2

J2) 91B—Erythrinus sp.1
-19

212 Ctenolucius hujeta
99/9

Ctenoluciidae

Boulengerella maculata

0 — Pyrrhulina sp.

236 234 Copella arnoldi
19 67/3

- Copella nattereri
235

693 = Nannostomus marilynae

287
9979 Nannostomus eques

Lebiasinidae

N
o]
o)

—— Nannostomus espei

~
-

285
8550, = Nannostomus nitidus

100/9

- Nannostomus beckfordi

Figura 54. Arvore parcial de consenso estrito obtida com dados moleculares. Clado niimero
12 expandido exibindo as relagdes de Erythrinidae, Ctenoluciidae e Lebiasinidae. Os
nimeros acima dos nds representam os clados, os numeros abaixo identificam os valores de
suporte de Bootstrap (> 50%) e Bremer, respectivamente. Os tragos (-) denotam valores de
Bootstrap < 50%.
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Serrasalmidae

Cynodontidae

Parodontidae
Hemiodontidae
Prochilodontidae

Chilodontidae
Anostomidae

g0 Piaractus mesopotamicus

—— Piaractus brachipomus

—— Mylesinus schomburgki
207 205 -
98/9 84/6 279—Myleus schomburgkii

/5 |ogof—— Mylesinus sp.

206 81”—Myleus sSp.

Serrasalmidae

s Mylossoma duriventre
89/9

- —— Colossoma macropomum

75/5 —— Pristobryconcalmoni
274

84/3 —— Pygocentrus nattereri
290

97/7 | pgo [ Serrasalmus rhombeus
89/2

50/8

—— Serrasalmus sp.

271 Raphiodon vulpinus

Cynodontidae
95/9

—— Hydrolycus scomberoides

458 w6 Parodon sp. Parodontidae

-1 -12

—— Hemiodus gracilis Hemiodontidae

—— Prochilodus lineatus

-
N
. —
= S
=2
©
£ ! 1 I |

157 231 _ Prochilodontidae
/4 72 | 230 Prochilodus sp.
. Ale— Chilodus punctatus Chilodontidae
-2 154 Anostomus sp.2
799
165 Anostomus sp.1
5073 —— Leporinus sp. .
272 P 3 Anostomidae
936|735 leporinus552

80/4

—— Leporinus striatus

Figura 55. Arvore parcial de consenso estrito obtida com dados moleculares. Clado niimero
14 expandido exibindo as relagdes de Serrasalmidae, Cynodontidae, Parodontidae,
Hemiodontidae, Prochilodontidae, Chilodontidaec ¢ Anostomidae. Os nimeros acima dos
nds identificam os clados, os nimeros abaixo representam os valores de suporte de
Bootstrap (> 50%) e Bremer, respectivamente. Os tracos (-) denotam valores de Bootstrap
< 50%.
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21 Arnoldichthys spilopterus

20 Hepsetidae
Alestidae
24 —— Arnoldichthys spilopterus ' Alestidae
-2 2§§_|:Hepsetus odoe I| Hepsetidae
-19 Hepsetus odoe
175 Brycinus schoutedeni
aFE::Bz'ycj.nus macrolepidotus
248 Brycinus longipinnis
Brycinus longipinnis
Nannopetersius ansorgii
Alestopetersius hilgendorfi
176} Alestopetersius caudalis
89/ Bathyaethiops breuseghemi
Phenacogrammus hilgendorfi
Phenacogrammus interruptus
Phenacogrammus aurantiacus
Micralestes interruptus
187 micralestes527
6979 Bryconaethiops sp.

Bryconaethiops microstoma
Brycinus nurse

Brycinus lateralis
Brycinus opisthotaenia

Brycinus kingsleyae Alestidae

Brycinus carolinae

Brycinus imberi

Brycinus carolinae
Brycinus carolinae
Alestes macrophtalmus
Alestes baremoze

—— Ladigesia rollofi

254 Rhabdalestes maunensis

100/ - : :
0% Hemigrammopetersius barnardi

ig[::Micralestes acutidens
1 Micralestes occidentalis
—— Hydrocynus brevis

Hydrocynus goliath

94/8

Hydrocynus vittatus

Hydrocynus vittatus
Hydrocynus vittatus
Hydrocynus vittatus

Hydrocynus forskahlii

Figura 56. Arvore parcial de consenso estrito obtida com dados moleculares. Clado niimero
20 expandido exibindo as relagdes de Alestidae e Hepsetidae. Os niimeros acima dos nos
identificam os clados, os numeros abaixo representam os valores de suporte de Bootstrap (>
50%) e Bremer, respectivamente. Os tracos (-) denotam valores de Bootstrap < 50%.
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3.2 Analise morfoldgica e caracteres morfologicos

A morfologia fina do processo de espermiogénese e da forma final dos
espermatozoides foi descrita para as quatro familias de Erythrinoidea (Erythrinidae,
Ctenoluciidae, Lebiasinidae e Hepsetidae), e para outras quatro familias que compdem a
ordem Characiformes (Alestidae, Chalceidae, Crenuchidae, Distichodontidae).
Adicionalmente, foram utilizados dados de doze familias da literatura para ampliar o
universo de Characiformes nas andlises filogenéticas (Acestrorhynchidae, Anostomidae,
Bryconidae, Characidae, Citharinidae, Curimatidae, Cynodontidae, Iguanodectidae,
Parodontidae, Prochilodontidae, Serrasalmidae, Triportheidae — Tabela 1). Foi analisado o
total de 78 taxons para o grupo interno e 01 tdxon para o grupo externo (Pimelodella sp. —
Siluriformes). Os dados morfoldgicos foram utilizados de duas formas distintas para as
analises filogenéticas: na primeira, unicamente os caracteres morfologicos foram utilizados
na construcdo de uma matriz de dados e foi obtida uma primeira hipotese filogenética; na
segunda, os caracteres morfologicos foram concatenados em uma matriz de evidéncia total
juntamente com os caracteres moleculares, para testar a influéncia dos dados morfologicos
na topologia final. A matriz de dados morfologicos (Apéndice I) foi construida a partir de
61 caracteres, sendo 03 do modo de reprodugao e estrutura testicular, 11 da espermiogénese
e espermatides, e 47 da forma final do espermatozoide. A analise filogenética resultou em
duas arvores igualmente parcimoniosas com 275 passos. A arvore de consenso estrito €
apresentada na Fig. 57. Adicionalmente, os diferentes “tipos” de espermiogénese foram
plotados na arvore de evidéncia total para avaliarmos a distribuicdo dos padrdes em
Characiformes, e observamos que os “tipos”, tal como descritos inicialmente nao
representam sinapomorfias (Fig. 59). A avalia¢do da distribui¢do dos caracteres e seus
respectivos estados na matriz de dados morfologicos indica que alguns caracteres sdo mais
conservados e outros mais variaveis, podendo ser selecionados de acordo com o nivel de

relagdes de interesse (Tabela 5).
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Tabela 5. Lista de caracteres com relagdo a variabilidade e respectivas indicagdes de uso

no estudo das relagdes filogenéticas de Characiformes.

Indicacdo de uso no estudo das

Variacao N
relagdes de parentesco

Caracter ;
Pouco Muito i ..

., ., Intrafamiliar Suprafamiliar

variavel Variavel

Espermiogénese

Posic¢ao inicial do flagel
osi¢do inicial do flagelo X X

em relagdo ao nucleo

Espermatozoide

Localizagao das

mitocondrias na regido

anterior da pega X X
intermediaria ao corte

transversal

Aspecto da membrana
flagelar ao corte transversal

Forma e Distribui¢ao das
estruturas tibulo- X X
vesiculares

Simetria da pega
intermediaria
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Pimelodella sp. asiluriformes
P

Cictharinus 3

98

4

104

101
2

o
&

]

2 Citharinidae

Phago boulengeri

Ichthyborus ocrnatus

Neolebias trilineacus

Nannocharax sp. . . .
Distichodus fasciolatus DIStIChOdontldae
Distichodus decemmaculatus

Distichodus affinis

Xenocharax spilurus

Acestrorhynchus falcirostris

Acestrorhynchus pantaneiro I Acestrorhynchidae

Acestrorhynchus falcatus

108 Pyrrhulina australis ﬁLebiasinidae
3 [102
5

Nannostomus beckfordi
Nannostomus nitidus
Nannostomus egues
Piabucina panamensis
Piabucina elongata . ..
Piabucina boruca Lebiasinidae
Lebiasina aff. uruyensis2

Lebiasina aff. uruyensisl

Lebiasina melanoguttata

Lebiasina erythrinoides

Lebiasina bimaculaca

Lebiasina aff. festae .
Hepsetus ocdoe - > Hepsetidae
Gephyrocharax atricaudatus
Mimagoniates microlapis
Knodus meridae

Hemibrycon surinamensis CharaCIdae
Creagrutus meridionalis
Bryconamericus stramineus
1 Copella nattereri
Co:eina ap. Lebiasinidae parcial
Hoplias malabaricus
Heplerythrinus unitaeniatus Erythrinidae

Erychrinus erythrinus

Arnoldichthys spilopterus

Alestopetersius compressus -

Rhabdalestes rhodesienses AIeStIdae

Micralestes acutidens

Characidium sp. . . gess
Chatastdine gamewi l Crenuchidae (Characidiiinae)
Crenuchus spilurus . .
Phenacogrammus interruptus lCrenuchldae(Crenuchmae)
Astyanax bimaculatus

Astyanax altiparanae

Bryconops affinis .

Triportheus paranensis CharaCIdae

Cheiroden stenodon

Inpaichthys kerri

Hemigrammus erythrozonus

Roeboides microlepis

Tetragonopterus argenteus CharaCIdae
Hyphessobrycon egues
Moenkhausia sanctaefilomenae
Brachypetersius alcus
Brycinus lateralis .
Biviiais Taaid Alestidae + Chalceus
Chalceus epakros

138 Piaractus mesopotamicus .
3 (140 Mylossoma duriventre serrasalmldae
1 [138 Mectynnis mola
1 Serrasalmus

maculacus

126 Alestes dentex .
108 Bryconalestes lsr.qj.plnn‘_sl AIeStldae
2 | 107, Ctenclucius hujeta .
Boulengerella cuvieri lCtenqucudae

Raphiodon vulpinus écynodontidae

Prochilodus lineactus

Leporinus lacustris Prochilodontidae+
Abramites sp. Anostomidae +
2 Psectrogaster esseguibense . .
Salminus maxilosus curlmatldae
132 Salminus brasiliensis

Brycon hilarii
3 on orbignyanus
Brycon microlepis

Bryconidae

Figura 57. Arvore de consenso estrito obtida pelo método de Maxima Parcimonia

utilizando exclusivamente os dados morfologicos. Os nimeros acima dos nos representam

os clados, os nimeros abaixo representam os valores de suporte de Bremer.
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Lista de Sinapomorfias comuns a todas as arvores:

No6 99:

Char. 15: 1>0
Char. 18:3>0
Char. 40: 0> 5
Char. 46: 4> 0
Char. 52: 1 >0
No 101:

Char. 13: 0> 1
Char. 42: 0> 1
No6 102:

Char. 6:1>0
Char. 26: 4 >3
Char. 32: 0> 1
Char. 46: 4> 5
Char. 60: 0> 1
No6 103:

Char. 20: 0> 1
Char. 37: 0> 1
Char.41: 1 >0
No6 104 :
Char.4:1>0
Char.43:1>0
No 105:

Char. 46: 4> 3
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No 106:

Char. 12: 0> 1
Char. 48:1>2
Char.49:1>2
No 107:

Char. 18: 0> 1
Char. 42:1>2
Char. 43:1>2
Char.45:1>0
Char. 48:1>0
Char. 56: 0> 1
Char. 58: 1 >0
No 108:
Char.49:1>0
Char. 50: 1 >0
No 109:

Char. 28: 1 >0
Char. 57:3>2
No6 110:

Char. 43: 0> 1
Char. 44: 0> 1
Char. 50: 2> 1
No 111:
Char.4:1>0

Char. 18:3>0
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Char.21: 1 >0
Char. 36: 0>1
No6 112:

Char. 40: 1 >0

3.3 Analise de evidéncia total

A andlise de evidéncia total foi realizada a partir de 3558 caracteres, sendo 3497
moleculares e 61 morfologicos. Um total de 151 téxons foi analisado. Os dados
morfologicos ndo estdo disponiveis para todos os 151 tdxons utilizados na analise com
dados moleculares apenas, sendo 65 tidxons que efetivamente constam caracteres
morfoldgicos descritos. Os demais taxons, 86, foram codificados como dados faltantes (-).
A analise de evidéncia total resultou em 1480 arvores igualmente parcimoniosas com
15815 passos. A arvore de consenso estrito € apresentada na Fig. 58.

A topologia obtida ¢ praticamente a mesma encontrada na analise apenas com dados
moleculares. As familias Citharinidae e Distichodontidae sdo obtidas como basais em
Characiformes (clado 2 — Fig. 58). A familia Erythrinidae ¢ grupo-irmao de (Ctenoluciidae
+ Lebiasinidae) (clado 5), e todas as trés familias sdo monofiléticas. O clado 6 apresenta
uma politomia entre as familias Cynodontidae, Serrasalmidae (Prochilodontidae
parafilético, Parodontidae, Hemiodontidae, Chilodontidae, Anostomidae). O clado 8 ¢
formado por (Chalceidae (Bryconidae (Iguanodectidae + Acestrorhynchidae) +
(Triportheidae + Characidae)))). O clado 13 recupera Alestidae parafilético incluindo

Hepsetidae como grupo-irmao de Arnoldichthys.
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—— Ictalurus punctatus

Pimelodella sp.
—— Chrysichthys sp.

—— Ancistrus sp.

2r— Citharinidae
100/10 95/10 Distichodontidae
—— Crenuchidae
Erythrinidae
1 5 ¥
60/10 -10 Ctenoluciidae
-10 Lebiasinidae
—— Cynodontidae
3 —— Prochilodontidae
66/10
—— Prochilodontidae
6| 7 —— Parodontidae
607| -3 —— Hemiodontidae
—— Chilodontidae
4 L ____ Anostomidae
-8 Serrasalmidae
—— Chalceidae
8 Bryconidae
77/10
9 11— Iguanodectidae
-7
10 B Acestrorhynchidae
N 42— Triportheidae
N l— characidae
14— Arnoldichthys spilopterus
13 | 2 Hepsetidae
-7
——Alestidae

Figura 58. Arvore de consenso estrito obtida pelo método de Maéxima Parcimonia
utilizando caracteres moleculares e morfologicos (evidéncia total). Os nimeros acima dos
no6s identificam os clados, os nimeros abaixo representam os valores de suporte de Bremer.
Os tracos (-) denotam valores de Bootstrap < 50%.
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Lista das principais sinapomorfias morfologicas comuns a todas as arvores na analise

N6 2: Subordem Characoidei (Citharinidae + Distichodontidae)
Char.
Char.
Char.
Char.
No 5:
Char.
Char.
Char.
Char.
Char.
Char.
No §:
Char.
Char.
Char.
No §:
Char.
Char.
Char.

Char.

3512:1->0
3515:3->0
3537:0-->5
3549:1->0
Familia Ctenoluciidae
3515:3->1

3519: 0->1

3533: 0->1
3545:1->0
3546:1-->0
3547:2-->0
Lebiasinidae

3506: 0 --> 1

3513: 0-->3

3548: 0 ->1
Familia Erythrinidae
3507: 0 -->1

3513: 0-->2

3532: 0-->1

3535:0-->1

de evidéncia total
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1 5

—— Citharinidae

L Distichodontidae

—I—Crenuchidae

—l—Erythrinidae

— I8

o

—— 35e

——Ch

Ctenoluciidae

Lebiasinidae

nodontidae
Prochilodus484

Prochilodus lineatus

Legenda
Parodontidae
Hemiodontidae lem
Chilodontidae J Variagéo entre | e Il
Anostomidae IﬂmH

rrasalmidae
alceidae
Bryconidae

11 Iguanodectidae

8 A
9
10
14
13

_I_

—j§-Acestrorhynchidae

12 Triportheidae

—— Characidae

Arnoldichthys spilopterus

Hepsetidae

- f—Alestidae

Figura 59. Distribuicdo do processo de espermiogénese como classificado em “tipos”. A

arvore utilizada ¢ a de consenso estrito proveniente da andlise de evidéncia total.
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DISCUSSAO

1. Dados morfologicos
1.1Espermiogénese

Foram observados dois padrdes distintos de espermiogénese entre os taxons
analisados. Os padrdes descritos tem por base, principalmente, a posi¢do inicial do flagelo
em relagdo ao nucleo nas espermatides iniciais. O primeiro padrdo refere-se ao flagelo
inicialmente excéntrico a medial em relagdo ao nucleo e, no segundo padrao, o flagelo esta
lateral ao nucleo. A compreensdo dos primeiros eventos envolvidos na formacdo do
espermatozoide tem sido amplamente discutida como crucial no entendimento de
homologias entre espermatozoides com formas finais idénticas, mas que podem ter
originado de diferentes eventos durante a espermiogénese (Baicere-Silva ef al., 2011a). A
importancia da compreensao da espermiogénese reflete-se, sobretudo, nas hipoteses de
homologia, evitando interpretacdes equivocadas sobre a evolucdao dos espermatozoides em
diferentes espécies de peixes (Baicere-Silva et al., 2011a; Santana ef al., 2013a). A correta
interpretacdo deste tipo de dado morfoldgico permite uma andlise acurada mesmo quando
se trata de uma andlise comparativa entre taxons diferentes. Apds a criteriosa anélise dos
eventos envolvidos na espermiogénese como, além da posi¢do inicial do flagelo em relagao
ao nucleo, a movimentagdo do nucleo sobre o complexo centriolar ou em direcdo ao
flagelo, alongamento do nucleo e rotagdo nuclear, torna-se necessaria a constru¢do de uma
matriz de dados. A descri¢do dos caracteres oriundos da espermiogénese deve refletir as
diferencas e as semelhancas observadas entre os tdxons e os padrdes observados, de
maneira a ndo comparar formas semelhantes oriundas de processos diferentes, mas apenas
aqueles idénticos para o primeiro momento da espermiogénese.

Inicialmente, Mattei (1970) propds a existéncia de dois padrdes distintos de
espermiogénese para os peixes, nomeados como tipo I e II, e posteriormente Quagio-
Grassiotto e Oliveira (2008) descreveram um terceiro padrao, o tipo III. A aplicabilidade da
descri¢do da espermiogénese classificada em tipos (I, II, III) em peixes teledsteos tem sido
apresentada por varios autores (Burns et al., 2009 para revisdo). Na ordem Characiformes,
o processo de espermiogénese apresenta variagdes dentro de diferentes grupos como, por
exemplo, a familia Characidaec (Baicere-Silva, 2013). Essas variagdes podem ser

assinaladas como sendo especificas, pelo menos, ao grupo de caracideos inseminadores
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dentro de Characidae. A grande variabilidade durante a espermiogénese dos Characiformes
levou Baicere-Silva (2013) a descrever os eventos separadamente, ¢ ndo acoplados aos
“tipos” anteriormente descritos. Tal decisdo também foi adotada na descri¢do dos taxons
abordados neste estudo, levando em consideracdo a variabilidade dos processos
observados. Além disso, foi levado em consideragao o fato de que nenhuma hipotese testou
se os “tipos” de fato representam sinapomorfias ou apenas convergéncias/paralelismos
dentre os peixes Characiformes. Neste estudo, foi possivel constatar, na analise filogenética
molecular e morfoldgica, separadamente, e de evidéncia total (Fig. 59) que os “tipos” de
espermiogénese nao sdo filogeneticamente informativos ao nivel das relagdes
suprafamiliares, e surgiram mais de uma vez dentro da histéria evolutiva dos
Characiformes. O resultado ora apresentado para a distribuicdo dos tipos de
espermiogénese nao implica que estes ndo possam ser considerados nas descri¢cdes da
espermiogénese ¢ da forma dos espermatozoides. O padrdo de espermiogénese tem se
mostrado amplamente conservado dentro das familias e subfamilias de Characiformes (por
exemplo, Stevardiinae — Baicere-Silva et al., 2011; Lebiasininae — Santana et al., 2013b;
Ctenoluciidae e Erythrinidae - este estudo), o que tornam validas todas as descrigdes dos
dados espermaticos como tipos. Outra considera¢do importante ¢ o conhecimento prévio
sobre o monofiletismo do grupo em estudo, pois grupos reconhecidamente nado
monofiléticos apresentam padrdes (ou mesmo tipos) distintos de espermiogénese e
espermatozoides. Como um primeiro exemplo, cita-se o caso do género Moenkhausia
(Santana et al., 2013a) o qual apresenta espécies com, pelo menos, dois tipos de
espermiogénese (o tipo I, e uma variacdo do tipo III). Esta variacdo no processo de
espermiogénese ndao ¢ observada dentro dos géneros reconhecidamente monofiléticos
(revisdao em Burns et al., 2009). Um segundo exemplo ¢ a familia Characidae, a qual
apresenta uma variacao dos tipos de espermiogénese (entre I e III) nas subfamilias que a
compde (Baicere- Silva, 2013). Dada a complexidade taxonomica da familia Characidae,
ndo ¢ possivel inferir se as variagdes no processo de espermiogénese sdo decorrentes do seu
ndo monofiletismo ou da sua histéria evolutiva.

No caso das andlises filogenéticas mais abrangentes envolvendo véarias familias,
como a apresentada neste estudo, a descricdo dos caracteres deve ser considerada

independentemente das descrigdes classicas dos tipos, levando em conta os processos
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observados em sua unidade. Sendo assim, para que seja validada a descri¢do dos caracteres
espermaticos deve-se levar em consideracdo (i) o monofiletismo do grupo, (ii) a
abrangéncia do grupo em estudo e (ii1) a historia evolutiva dos Characiformes.

Dentro das familias que compdem a superfamilia Erythrinoidea, a espermiogénese
apresenta o flagelo com posi¢do inicial lateral em relagdo ao ntcleo, mas diverge com
relacdo a presenca de rotacdo nuclear, observada em Ctenoluciidae e Erythrinidae, mas
ausente em Lebiasinidae e Hepsetidae. Em Ctenoluciidae, a rotagdo nuclear ¢ completa, na
qual o ntcleo posiciona-se perpendicular ao flagelo, € em Erythrinidae a rotacao nuclear ¢
incompleta, portanto, apenas parte do ntlicleo estd sobre o eixo flagelar. Em Lebiasinidae,
ocorre o alongamento do nucleo em direcdo ao eixo flagelar apenas nas espécies da
subfamilia Lebiasininae, sendo considerada uma condi¢do apomorfica e, portanto, uma
sinapomorfia para o grupo (Santana et al., 2013b). A topologia encontrada no consenso
estrito da arvore morfologica, apesar de bem resolvida, apresenta algumas incongruéncias
com hipdteses prévias de monofiletismo de alguns grupos e mesmo em comparagdo com o
resultado encontrado através da analise molecular e de evidéncia total. Por outro lado, a
posi¢do basal de (Citharinidae+Distichodontidae) em Characiformes ¢ obtida, as familias
Erythrinidae e Serrasalmidae sdo monofiléticas, e Salminus como grupo-irmao de Brycon.
Uma das relagdes encontradas na andlise morfoldgica ¢ a posicdo de Pyrrhulina como
grupo-irmao de Acestrorhynchus. Em Acestrorhynchus, o flagelo ¢ inicialmente lateral ao
nuicleo e nenhuma movimentacdo ocorre, seja por deslocamento ou rotagdo. O mesmo
processo ocorre em Pyrrhulina (Lebiasinidae — Pyrrhulininae). Na andlise apenas com
dados morfoldgicos, essas duas caracteristicas da espermiogénese poderiam ser
consideradas como sinapomorfias para o clado que agrupa os dois taxons. No entanto, a
analise molecular e de evidéncia total ndo recuperam esse grupo como monofilético, e
sugerem, portanto, que os processos de espermiogénese surgiram independentemente, ou

seja, sem uma origem comum para ambos os taxons.
1.2 Espermatozoides

Uma vez apresentadas e discutidas as premissas utilizadas para a determinacao de

homologias envolvendo a formagdo dos espermatozoides, a seguir sdo discutidas suas

134



formas finais nas familias que compdem Erythrinoidea e nas demais estreitamente
relacionadas.

A familia Erythrinidae ¢ obtida como monofilética em todas as analises realizadas,
com valor de suporte de Bremer 9 e Bootstrap 67 para molecular e Bremer 10 na evidéncia
total, e Bremer 3 para a andlise morfologica. Os espermatozoides de Erythrinidae
apresentam o canal citoplasmatico nas espermatides iniciais, porém o canal est4 ausente nos
espermatozoides. Esta ¢ considerada uma sinapomorfia para as espécies da familia. O
fechamento do canal citoplasmatico ocorre também em Triportheus paranensis
(Characidae), sendo considerada uma caracteristica com origem independente em ambos os
taxons. Apesar dos espermatozoides de Hepsetus odoe, Acestrorhynchus e Pyrrhulina
australis possuirem o nucleo lateral, eles parecem ter surgido de forma independente para
esses taxons, visto que ndo formam um grupo monofilético em nenhuma das trés analises
realizadas. A familia Ctenoluciidae apresenta uma forma de espermatozoide que nao
possui sinapomorfias comuns com os representantes das outras trés familias de
Erythrinoidea. Os representantes de Lebiasinidae apresentam uma forma de espermatozoide

caracterizada por um nucleo lateralizado.

1.3 Caracteristicas das células espermaticas utilizadas como caracteres morfologicos

em analises filogenéticas

Na tentativa de propor uma lista com caracteres mais ou menos variaveis dentro do
universo dos Characiformes analisados, parece que, pelo menos, dois caracteres sio
bastante conservados ao nivel suprafamiliar: 1. Localizagdo das mitocOndrias na regido
anterior da pec¢a intermedidria ao corte transversal (caracter 42) e 2. Aspecto da membrana
flagelar ao corte transversal (caracter 58). O caracter 42 ¢ apontado como uma
sinapomorfia para a familia Distichodontidae (0>1) e para Ctenoluciidae (1>2). O caracter
58 ¢ uma sinapomorfia para Ctenoluciidae (1>0) e Bryconidae (1>0). Por outro lado, alguns
caracteres parecem ser mais variaveis € sdo muito informativos ao nivel intrafamiliar e
interespecifico, como exemplo a simetria da peca intermedidria (caracteres 48, 49, 50).
Especificamente o caracter 49 (Simetria da regido intermedidria da pe¢a com relacdo a
distribui¢do das organelas em relagdo ao flagelo no corte transversal) ¢ uma sinapomorfia

importante que separa alguns grupos dentro de Characidae (clado 144 — caracter 49:1>0,
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clado 148 — caracter 49:0>2). Para os caracteres provenientes da espermiogénese, a Posicao
inicial do flagelo em relacao ao nucleo (caracter 4), por exemplo, ¢ altamente conservada e

aparece como sinapomorfia para os clados mais inclusivos, como o clado 104 (1>0).
2. Relagoes filogenéticas de Erythrinoidea

A superfamilia Erythrinoidea ndo ¢ obtida como monofilética em nenhuma das trés
diferentes abordagens utilizadas no presente estudo. As familias que a compdem estdo
distribuidas em dois clados distintos na analise molecular (Fig. 50): clado 12, (Erythrinidae
(Ctenoluciidae + Lebiasinidae)) e clado 19, (Alestidae (Armnoldichthys spilopterus +
Hepsetidae). Desde a proposi¢do inicial das oito superfamilias para a ordem Characiformes
(Buckup, 1998), poucos trabalhos foram dedicados a elucidacdo da monofiletismo de cada
uma delas e das relagdes suprafamiliares dentro da ordem. Vari (1995), antes mesmo da
proposicao das superfamilias por Buckup, j& havia proposto uma relagdo préxima entre as
familias Erythrinidae, Ctenoluciidae, Lebiasinidae e Hepsetidae. No entanto, as relagdes
internas encontradas por Vari (1995) sao diferentes daquelas propostas por Buckup (1998),
pois Ctenoluciidae aparece como grupo irmao de Erythrinidae, enquanto que na hipotese de
Buckup a familia Ctenoluciidae ¢ proposta como grupo irmdo da familia africana
Hepsetidae. Além disso, a posi¢do da familia Lebiasinidae nao foi resolvida na hipdtese de
Buckup (1998), enquanto que na hipdtese de Vari (1995) € mais proxima de (Hepsetidae
(Erythrinidae + Ctenoluciidae)). Estudos posteriores, com base em caracteres moleculares
que incluiram representantes de Erythrinoidea, ndo corroboram a ideia de monofiletismo da
superfamilia (Calcagnotto et al., 2005; Oliveira et al., 2011). Nos resultados ora
apresentados, as familias Erythrinidae, Ctenoluciidae e Lebiasinidae sdo obtidas como
monofiléticas e Hepsetidae ndo seria monofilética incluindo como grupo-irmao
Arnoldichthys spilopterus. A relacdo de parentesco posicionando Hepsetidae e Alestidae
como grupo-irmao foi proposta por Oliveira e colaboradores (2011), com base em
caracteres moleculares, porém Alestidae e Hepsetidae sdo obtidas como unidades
monofiléticas distintas e Arnoldichthys nao foi incluido nas analises destes autores. Nas
propostas de Calcagnotto e colaboradores (2005) e Zanata e Vari (2005), utilizando-se
dados moleculares e morfologicos respectivamente, o género Arnoldichthys posiciona-se

como o tdxon mais basal em Alestidae, porém com baixo valor de suporte no trabalho de
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Calcagnotto e colaboradores (2005). Hepsetidae posiciona-se como grupo-irmao de
(Ctenoluciidae + Lebiasinidae) no clado 95 no estudo de Calcagnotto e colaboradores
(2005).

Os dados moleculares e morfoldgicos concordam em varios pontos em ambas as
topologias obtidas separadamente neste estudo. A posicao basal das familias Citharinidae e
Distichodontidae em Characiformes, como grupo-irmao de Characoidei, ¢ uma das relagdes
congruentes entre os dados moleculares (suporte de Bootstrap, BT, 55 e de Bremer, BR, 9)
e dados morfologicos (BR 10). A andlise de evidéncia total recupera a mesma relagao de
grupo-irmdo entre Citharinidae e Distichodontidae e apresenta, além dos caracteres
moleculares, 4 sinapomorfias morfologicas. Entre elas, estd a forma conica do nticleo e a
presenca de uma Unica mitocondria ramificada na pega intermedidria. Essa relagdo foi
inicialmente proposta por Vari (1979) e corroborada posteriormente por Buckup (1991,
1993, 1998), Orti e Meyer (1997), Calcagnotto e colaboradores (2005), Oliveira e
colaboradores (2011). Apenas na hipdtese de Oliveira e colaboradores (2011) as duas
familias ndo comporiam dois agrupamentos monofiléticos, mas um Unico agrupamento
(Citharinidae-Distichodontidae).

Um dos objetivos do presente estudo foi testar o posicionamento filogenético da
familia Crenuchidae a partir da proposta de Calcagnotto e colaboradores (2005) na qual a
familia foi obtida como grupo-irmdo de (Erythrinidae + (Alestidae (Hepsetidae
(Ctenoluciidae+Lebiasinidae)))), em um clado basal aos demais Characiformes. A familia
Crenuchidae ¢ obtida como monofilética nas andlises com dados moleculares e de
evidéncia total. O posicionamento da familia dentro da ordem Characiformes, no entanto,
ndo ¢ o mesmo encontrado por Calcagnotto e colaboradores (2005), sendo a familia mais
basal para subordem Characoidei, ou seja, grupo-irmao das demais familias de
Characiformes. Na matriz de evidéncia total o suporte para a relacio de Crenuchidae com
os demais Characoidei foi relativamente maior (BT 66/ BR 10) do que apenas com dados
moleculares (BT 58/ BR 9). Observou-se que a forma dos espermatozoides das duas
subfamilias que compdem Crenuchidae ndo apresentam sinapomorfias, e, portanto, parece
nao haver evidéncia adicional a partir deste tipo de dado para corroborar o monofiletismo

da familia.
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A hipotese de evidéncia total apresenta-se parcialmente resolvida ao nivel mais
inclusivo, ao contrario da hipotese apenas com dados moleculares. Tal divergéncia pode ser
atribuida em parte pela grande auséncia de dados morfologicos para a maioria dos taxons
incluidos na andlise de evidéncia total. Apesar disso, a maioria dos agrupamentos ¢
recuperada em ambas as andlises. Entre os agrupamentos recorrentes estd (Erythrinidae
(Ctenoluciidae+Lebiasinidae)), (Chalceidae (Bryconidae
(Iguanodectidae+Acestrorhynchidae)) + (Triportheidae+Characidae))); um clado mais
inclusivo com (Serrasalmidae, Cynodontidae, Parodontidae, Hemiodontidae, Anostomidae,
Prochilodontidae ¢ Hemiodontidae); e (Alestidae (Arnoldichthys spilopterus+Hepsetidae)).
Nesta andlise de evidéncia total, o monofiletismo das familias Erythrinidae, Ctenoluciidae e
Lebiasinidae ¢ suportado por, além dos caracteres moleculares, sinapomorfias
morfoldgicas. Para Erythrinidae sdo apresentadas 4 sinapomorfias, para Ctenoluciidae 6
sinapomorfias e para Lebiasinidae 3 sinapomorfias.

Os valores de suporte de Bootstrap e Bremer foram maiores na analise de evidéncia
total para os clados (Chalceidae (Bryconidae (Iguanodectidaet+Acestrorhynchidae)) +
(Triportheidae+Characidae))) e  (Serrasalmidae, = Cynodontidae, = Parodontidae,
Hemiodontidae, Anostomidae, Prochilodontidae e Hemiodontidae) do que apenas com
dados moleculares. Os clados formados por (Erythrinidae (Ctenoluciidae+Lebiasinidae)) e
(Alestidae (Arnoldichthys spilopterus+Hepsetidae)) ndo apresentaram valores significativos
de Bootstrap nas duas analises € o suporte de Bremer apresenta um “passo” a mais na
analise de evidéncia total para (Erythrinidae (Ctenoluciidae+Lebiasinidae)) e um “passo” a
menos para (Alestidae (Arnoldichthys spilopterus+Hepsetidae)). A analise morfoldogica
recupera uma relagdo muito semelhante em um clado mais inclusivo (110), abrangendo
(Serrasalmidae (Alestidae parafilético+Ctenoluciidae)) + (Cynodontidae (Prochilodontidae
(Anostomidae+Curimatidae))) + (Bryconidae)))) um grupo de Characiformes de maior
porte.

Na analise morfologica, a familia Alestidae ¢ parafilética e Arnoldichthys
spilopterus ¢ obtido como irmao de um grupo composto por (Alestopetersius (Rhabdalestes
+ Micralestes)). A espécie A. spilopterus tem sido um tdxon enigmatico com relacdo ao seu
posicionamento filogenético em Characiformes. A proposta de relagdes filogenéticas

apresentada por Zanata e Vari (2005) posiciona A. spilopterus como um componente de
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Alestidae monofilético, em uma posi¢ao basal para a familia juntamente com Chalceus. Os
resultados obtidos por Calcagnotto et al. (2005) posicionam Arnoldichthys como grupo-
irmao dos demais Alestidae, porém com um suporte relativamente baixo, e Chalceus faz
parte do agrupamento Neotropical (grupo-irmao de Characidae). Recentemente, Arroyave e
Stiassny (2011) realizaram um extenso estudo das relacdes filogenéticas da familia
Alestidae e recuperaram Arnoldichthys como grupo-irmdo de Ctenoluciidae. A familia
africana Hepsetidae ¢ obtida como irma de Arnoldilchthys spilopterus na analise molecular
e de evidéncia total. Apesar da analise molecular e de evidéncia total apontarem para a
relagdo mais proxima de A. spilopterus e Hepsetus odoe, nao ha sinapomorfias com base
nos caracteres morfologicos que suportam tal relagdo. Arroyave e Stiassny (2011)
propuseram uma relagdo mais proxima de Arnoldilchthys spilopterus com Ctenolucius
hujeta (Ctenoluciidae), e a familia Hepsetidae seria o grupo mais basal dentro da subordem
Characoidei. Em linhas gerais, o posicionamento de Hepsetidae neste Ultimo trabalho
(Arroyave e Stiassny, 2011) pode ser analisado de forma moderada, pois hd pouca

representatividade das familias que compdem a ordem Characiformes.
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CONCLUSOES

1) A superfamilia Erythrinoidea (sensu Buckup, 1998) nao ¢ obtida como monofilética em
nenhuma analise filogenética (molecular, morfologica e evidéncia total), sendo restringida

as familias Ctenoluciidae, Erythrinidae e Lebiasinidae;

2) A familia Crenuchidae ¢ obtida como basal a subordem Characoidei, e ndo estd

relacionada proximamente com Erythrinoidea;

3) A andlise filogenética morfologica recuperou satisfatoriamente algumas relagdes
familiares e suprafamiliares em Erythrinoidea. No entanto algumas familias
reconhecidamente monofiléticas como Lebiasinidae e Alestidae ndo sdo aqui obtidas como
monofiléticas possivelmente devido as homoplasias presentes neste tipo de carater quando

se analisa grupos muito distantes;

4) A relacdo proxima de Arnoldichthys com (Rhabdalestes + Micralestes) na anélise
morfologica aponta para uma nova hipdtese de relacionamento para este grupo de

Alestidae;

5) A andlise conjunta de caracteres, morfologicos e moleculares, melhorou os valores
relativos de suporte dos principais clados, mostrando-se uteis na elucidagdo das relagdes

suprafamiliares em Characiformes.
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APENDICE I

Matriz de dados morfoldgicos utilizados na andlise apenas com dados morfologicos e na
andlise de evidéncia total (juntamente com os dados moleculares). Os dados ndo
comparaveis entre si foram assinalados com o simbolo “-“ e os dados nao disponiveis ou de
codificagdao duvidosa foram assinalados com o simbolo “?”.

Caracteres
Outgroup
1.Pimelodella_sp. 000012--0--000-1-0300---00------ 0-01000001211040012011100-0-0
Ingroup
2.Citharinus_sp. 000012--0--010-0-000000-00-0----0-01-00051033000110001100-0-0
3.Xenocharax_spilurus 000012--0--001-0-0000---00------ 0-00000051111000112001100-0-0
4.Distichodus_affinis 000012--0--001-0-0000---00------ 0-00000051111000112001100-0-0
5.Distichodus_decemmaculatus 000012--0--001-0-0000---00------ 0-00000051111000112001100-0-0
6.Distichodus_fasciolatus 000012--0--001-0-0000---00------ 0-00000051111000112001100-0-0
7.Nannocharax_sp. 000012--0--001-0-0000---00------ 0-00000051111000112001100-0-0
8.Neolebias_trilineatus 000012--0--001-0-0000---00------ 0-00000051111000112001100-0-0
9.Ichthyborus_ornatus 000012--0--001-0-0000---00------ 0-00000051111000112001100-0-0
10.Phago_boulengeri 000012--0--001-0-0000---00------ 0-00000051111000112001100-0-0

11.Acestrorhynchus_falcatus ~ 00000-0101-0000-3-301--3--3-----100001--00---050---0---00-0-1
12.Acestrorhynchus_pantaneiro 00000-0101-0000-3-301--3--3----- 100001--00---050---0---00-0-1
13.Acestrorhynchus_falcirostris 00000-0101-0000-3-301--3--3-----100001--00---050---0---00-0-1

14.Pyrrhulina_australis 00000-1101-0000-3-301--3--4-----0-00010010003040112111100-0-0
15.Hepsetus_odoe 00000-1001-0100-3-300003--40----0-000000010000312220111??-0-0
16.Boulengerella_cuvieri 00000-000000100-0-100011--020--00-0010000122301000000110120-0
17.Ctenolucius_hujeta 00000-000000100-0-100011--020--00-0010000122101000001100120-0
18.Raphiodon_vulpinus 00000-000000100-0-100021--021--00-000000011101201120001110110
19.Chalceus_epakros = —-mmmmmmeeeee- 0-0-200011--021--00-0010004100011022201??00-110
20.Bryconalestes longipinnis 00000-000000100-0-000011--020--00-00100021112110100111000-100
21.Alestes_dentex 00000-000000100-0-000011--020--00-00100021112110100111000-??0
22.Brachypetersius_altus 00000-000000100-0-000011--020--00-0010000100017022201??00-100
23.Brycinus_imberi 00000-000000100-0-200011--021--00-0010002100017022201??00-??0
24 Brycinus_lateralis 00000-000000100-0-200011--021--00-0010002100017022201??00-??0

25.Phenacogrammus_interruptus  00000-000000100-0-310010--021--00-0010001202101011111110130-0
26.Micralestes_acutidens 00000-400010100-2-300002--31---00-0010001100001?222111100-0-0
27.Rhabdalestes_rhodesienses 00000-300010100-2-310022--120--00-00100011000011222111100-0-0
28.Alestopetersius_compressus 00000-300010100-2-300022--120--00-0000001100011022201111130-0
29.Arnoldichthys spilopterus  00000-100010100-2-300022--420--00-00701?11???01???201112?70-0

30.Brycon_microlepis 00000-000000100-0-100011--121--10-00100001111120111011010-0-0
31.Brycon_orbignyanus 00000-000000100-0-100011--121--10-00100001111120111011010-0-0
32.Brycon_hilarii 00000-000000100-0-100011--121--10-00100001111120111011010-0-0
33.Salminus_brasiliensis 00000-000000100-0-100011--021--10-00100001111120111011010-0-0
34.Salminus_maxilosus 00000-000000100-0-100011--021--10-00100001111120111011010-0-0

35.Erythrinus_erythrinus 00000-100010100-2-310002--41----0-01-010011100301120111-1?0-0
36.Hoplerythrinus_unitaeniatus  00000-100010100-2-310002--41----0-01-010011100301120111-130-0
37.Hoplias_malabaricus 00000-100010100-2-301022--41----0-01-010011100301121111-130-0

38.Crenuchus_spilurus 00000-200000100-0-3001-0--2--00-0-00000012111030111111101?0-0
39.Lebiasina_aff. festae 00000-3001-1101-3-3101-4--2--00-1100000012000010222111100-0-0
40.Lebiasina_bimaculata 00000-3001-1101-3-3101-4--2--00-1100000012000010222111100-0-0

41.Lebiasina_erythrinoides 00000-3001-1101-3-3101-4--2--00-1100000012000010222111100-0-0
42 Lebiasina melanoguttata ~ 00000-3001-1101-3-3101-4--2--00-1100000012000010222111100-0-0
43.Lebiasina_aff. uruyensisl]  00000-3001-1101-3-3101-4--2--00-1100000012000010222111100-0-0
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44 Lebiasina_aff. uruyensis2
45 Piabucina_boruca
46.Piabucina_elongata
47.Piabucina_panamensis
48.Nannostomus_beckfordi
49.Nannostomus_eques
50.Nannostomus_nitidus
51.Copeina_sp.
52.Copella_nattereri
53.Piaractus_mesopotamicus
54.Serrasalmus_maculatus
55.Mylossoma_duriventre
56.Metynnis_mola
57.Psectrogaster_essequibenses
58.Prochilodus_lineatus
59.Abramites_sp.
60.Leporinus_lacustris
61.Triportheus_paranensis
62.Astyanax_altiparanae
63.Astyanax_bimaculatus
64.Tetragonopterus_argenteus

00000-3001-1101-3-3101-4--2--00-1100000012000010222111100-0-0

00000-3001-1101-3-3101-4--2--00-1100000012000010222111100-0-0
00000-3001-1101-3-3101-4--2--00-1100000012000010222111100-0-0
00000-3001-1101-3-3101-4--2--00-1100000012000010222111100-0-0
00000-4001-0100-3-300003--20----0-00000002000040222111100-0-0
00000-4001-0100-3-300003--20----0-00000002000010222111100-0-0
00000-4001-0100-3-300003--20----0-00000002000010222111100-0-0
00000-1001-0100-2-300003--41----0-0000772?7222722722272277-2-2
00000-1001-0100-2-300003--41----0-00000011000070222111101?0-0

00000-000000102-0-000020--120--00-00000051111110111011100-110
00000-000000100-0-400020--120--00-000000511111301110111012110

00000-000000100-0-400020--120--00-00000051111110111011100-110

00000-000000100-0-400020--120--00-000000511111101110111012110
00000-000000100-0-100020--521--00-001000012220500011111113110
00000-000000100-0-100020--521--00-001000011111501110011113110
00000-000000100-0-100020--521--00-001000011110501110011113110

00000-000000100-0-100020--521--00-001000011110501110011113110
000010--0--010-1-030001-01-21--00-01000001222060000000000-0-0

000010--0--010-1-03001--02---0000-0000000101?703011?011000-0-0
000010--0--010-1-03001--02---0000-000000111??0301??010000-0-0
000010--0--010-1-03001--02---1100-000000011?703111-001100-0-0

65.Moenkhausia_sanctaefilomenae 000011--0--010-1-03001--12---1100-00000101100110112011100-2-0

66.Inpaychthys_kerri
67.Bryconops_affinis
68.Bryconamericus_stramineus
69.Cheirodon_stenodon
70.Creagrutus_meridionalis
71.Hemibrycon_surinamensis

72 .Hemigrammus_herythrozonus

73.Hyphessobrycon_eques
74.Knodus_meridae
75.Roeboides_microlepis
76.Mimagoniates_microlepis
77.Gephyrocharax_atricaudatus
78.Characidium_gomesi
79.Characidium_sp.

000011--0--010-1-03001--12---1000-0000100121?7050122000000-2-0
000011--0--010-1-03001--02---0000-10000001210070001011?00-0-0
000010--1--010-1-13001--21---0000-00000011000070222000000-0-0
000011--0--010-1-03001--02---0000-1000101101?160022000000-0-0
000010--1--010-1-13001--21---0000-00000011000070222000000-0-0
?00010--1--010-1-13001--21---0000-00000011000070222000000-0-0
000011--0--010-1-03001--02---1100-000001112111-0011001100-2-0
000011--0--010-1-03001--12---1100-000010110000-0122011100-0-0
000010--1--010-1-13001--21---0000-00000001000070222000000-0-0
000010--0--010-1-03001--01---1100-000000110??041111000000-0-0
11110-0011-1003-3-300--4--0----00-0001-00333-0-0---0---00-0-0
11110-0011-1103-3-3001-4--41-1100-000000033301-0222000000-0-0

00000-000000100-0-310000--021--00-0000003100303022201111130-0
00000-000000100-0-310000--021--00-0000003100303022201111130-0
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APENDICE II

Artigo cientifico (1) publicado no periddico Neotropical Ichthyology a partir dos dados
originados da presente Tese de doutorado. Em cumprimento a Instru¢do Normativa -
007/2012.

Neotropical Ichthyology, 11(3):573-579, 2013
Copyright ® 2013 Sociedade Brasileira de Ictiologia

Sperm characteristics as additional evidence of closerelationship between

Lebiasina and Piabucina (Characiformes: Lebiasinidae: Lebiasininae)

Talio César de O. Santana', André L. Netto-Ferreira?, Daniela Calcagnotto®
and Irani Quagio-Grassiotto*

Spermiogenesis and spermatozoa of representatives of the genera Lebiasivg and Piabucina are described. Spermiogenesisis
quite similar among all analyzed species of these genera and is identified as Type II. In this type of spermiogenesis, the
flagellum of eatliest spermatids lies lateral to the nucleus. A slight movement of the macleus tow ards the centriolar complex is
observed. In late spermatids, the macleus slightly elongates towards the flagellum. The formation of two striated rootlets
apparently occurs in eatly/fintermediate spermatids. The spermatozoa of species of Lebiasina and Piabucina share (1) a drop-
shaped slightly el ongated nucleus that is laterally positioned relative to the flagellum; (2) a superolateral centriolar complex;
(3) two striated rootlets; (4) a basolateral midpiece; (5) oblong mitochondria and(6) afew spherical vesicles. The spermatic
characteristics of Lebiasina and Piabucinaindicate that spermiogenesisis a hamologous process among all species of both
genera examined to date and can be considered, along with the spermatozoa morphology, additional evidence indicating a
close relationship between Lebiasinag and Piabucina

A espermiogénese e os espermatozoides de representantes dos géneros Lebiasina e Plabueina séo descritos. O processo de
espermiogénese € muito sem elhante entre todas as espécies analisadas, sendo descrita como do Tipo II. Nesta variagdo de
espermiogénese o flagelo das espermatidesiniciais localiza- se lateralm ente ao micleo. O micleo movimenta-se ligeiramente
sobre o camplex o centriolar. N as esperm didesfinais, o micleo alonga-se ligeiramente em diregdo ao eixo flagelar Aformagdo
de duas raizes estriadas ocorre nas espermatides inicaisintermedidrias. Os espermatozoides das espécies de Lebiasiana e
Piabuciva compartilham principalmente (1) o micleo em forma de gota, lateralmente posicionado em relagio ao eix o flagelar,
e ligeiramente alongado em diregdo ao flagelo, (2) o complex o centriolar superolateral, (3) duas raizes estriadas swgndo a
partir do centriolo distal, (4) pegainterm edidria basolateral, (5) mitocdndrias oblongas e (6) al gumas vesiculas esféricas. As
caracteristicas espermdticas de Lebiasing e Piaburimaforam observadas compar stivaments e permitem concluiy que oprocesso
de espermiogénese € hom dlogo em todas as espédies destes dois géneros examinadas até o mom ento. Os espermatozoides e
principalments os dados de espermiogénese sdo apresentados aqui como evidéncias adicionais que indicam uma relagdo
estreita entre os géneros Lebiasina e Piabweina

Key words: Ostariophysi, N eotropical Fish, Spermatozoa, Systematics, Ultrastructure.

152



APENDICE III

Artigo cientifico (2) publicado no periddico Neotropical Ichthyology a partir dos dados
originados da presente Tese de doutorado. Em cumprimento a Instru¢do Normativa -
007/2012.

Neotropical Ichthyology, 12(2): 419-427, 2014
Copynght @ 2014 S cciedade Brasileira de Icticlogia
DOI: 10.1590/1982-0224-20130177

Sperm evolution in the family Alestidae with comparative data for the genus
Chalcens (Ostariophysi: Characiformes)

Talio César de O. Santana', Daniela Cal cagnotto? and Irani Quagio-Grassiotto™

Spermiogenesis and spemmatozoa in six genera of the Aftican family Alestidae plus the Neotropical genus Chalceus are
described. Spermiogenesisis quite similarinall Alestidae and isidentifiedas Type [and its vanants. In Type I spermiogenesis,
the flagellum of earliest spermatids lies lateral to the nucleus, and rotation of the nucleus towards the centriolar complexis
observed. Nuclear rotation is cormplete reaching 90 degrees in Bryconalestes longipinnis, Brachy petersius altus, Brycinus
imberi, B lateralis, and Alestopetersius cormpressus, and is incomplete reaching 20 degrees in Micralestes acutidens and
Rhabddalestes rhodesiensis. Spenmatozoa morphology varies froma medial nucleus with fibnillar chromatin in the most basal
genus Brpcinus to a strongly eccentric micleus with highly condensed chromatin in the more derived Rhabdalestes and
Micradestes. Chalceus hasa wery sirmlar spenmatozoon to that found in Brpcinus sharing the fibrillaraspect of the chromatin
in the nucleus. This featureis so far only observed in these two genera among African and Neotropical characiform fishes.

A espermiogénese e os espermmatozoides de seis géneros que compdem a familia Alestidae mais o género Chalceus sio
descritos. A espermiogénese € rrmito similar em todasas espécies de Alestidae analisadas e pode ser considerada como sendo
o Tipo I e suas vanagdes. Neste tipo de esperriogénese, o flagelo das espenmatides iniciais dispde-se lateral ao nicleo. A
rotagdo do micleo em diregdo ao complexo centriolar estd presente. A rotagdo nuclear € completa, atingindo 90 graus, em
Brycondestes longipinnis, Brachy petersius altus, Brycinus imberi, B lateralis e Alestopetersius compressus, incompleta,
atingindo 20 graus, em Micradestes acutidens e Rhabdalestes rhodesiensis. & morfologia dos espermatozoides de Alestidae
varia desde o micleo medial com cromatina fibrilar no género Brpcinus, considerado mais basal, até o nicleo rmmito excéntrico
com cromatina altamente compactada, nos géneros Rhabdalestes e Micralestes, considerados mais derivados dentro de
Alestidae. Chalceus possui um espertmatozoide muito similar a Brpeinus, compartilhando entre eles o aspecto fibrilar da
cromatina no nicleo. Esta caracteristica até o momento sé foi observada nestes dois géneros dentre os Characiformes & fricanos
e Neotropicais.

Keywords: AfricanFish, Ostariophysi, Spenmnatozoa, Systematics, Ultrastructure.
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ANEXO 1

Carta de confirmagdo do estagio técnico realizado no South African Institute for Aquatic
Biodiversity (SAIAB) para coleta de amostras das familias de Characiformes Africanos

Alestidae, Citharinidae, Distichodontidae e Hepsetidae.

;ERF

19 May 2011

Graduate Student Julio César de Oliveira Santana

UNESP Universidade Estadual Paulista

“Jilio de Mesquita Filha” Instituto de Biociéncias de Botucatu
Departamento de Marfologia

Laboraténio de Biclogia da Reprodugdo de Peixes Neotropicais
Distrito de Rubido Junior

sin"Botucatu,

Séo Paulo State

Brazil

Paostal Code: 18618-970

Dear Mr Santana

CONFIRMATION OF VISIT TO SAIAB FOR PhD STUDIES

This is to confirm that you have been hested at the South African Institute for Aquatic Biodiversity
(SAIAB), a National Facility of the National Research Foundation, from 22™ March 2011 to 22™ May

2011 in order to further your PhD studies

Your PhD studies including the coliection of gonadal tissues on African characins, has been faciltated
by access to the National Fish Collection housed at SAIAB and the use of working space in our

Collections Management Centre,

| trust that your visit to SAIAB has been successful and wish you every success in the completion of

your studies

Yours sincerely

Prof Paul Skelton
Managing Director

SAIAB

South African Institute
for Aquatic Biodiversity

Somersgl 51

Grahamstosn G135
Prule Bag 1015
Grahamstran B 140
South Africa

Tl (e B0 S50
Fan: |54 23 40
Int. Code: +27 46
saubifsaat w28

www naieh e g
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ANEXO IT

Carta de confirmacao do estagio técnico realizado no American Museum of Natural History
(AMNH) para coleta de amostras das familias de Characiformes Africanos Alestidae,
Citharinidae, Distichodontidae e Hepsetidae.

AMERICAN MUSEUM & NATURAL HISTORY @

D1VIS1IOM OF WERTEERATE ZOOLOGY
DEFARTMENT OF ICHTHYOLOGY
Pluome : 212 T69- 5794
Errail: mljs qgarmmh. org
hittp ibecerrch amrib oz dr wfickdb e lon’

Siecearch amwdy i o i him 1
hitp s ohanbi ednfose 3hfa ooty bim 1

4, Amtih k]

Limgust 16th, 2012

To Whor It Ilay Concern

Dear S1r or Iadam,

This letter iz to affirm woy support of the visa application of Ivlr. Jalio César de Oliveira Santana, a
graduate student at the Universidade Estadual de Caropinas —5F, Brazil whon [ have irdted to spend a
studyvisit at the Ichthyology Departreent, of the Srnerican Wusenrn of Matiral History here in Hew
York City: Ik Santana is hoping to spend ahout 12 days here, amiving in 1*"Hoveraber and re turn to
Brazilin 18 Hoveraber, 2012.

Sttendance at international research institutions, and participation in collaborattee research is a critical
part of graduate student education and accordingly I urge yom to ghve his candidac y your favorable

consideration.

Tharks in advance for you assistance with this request, and please feel free to contact me should wou
need additional information.

= ] II.. /
L ‘rJ\'-._'\‘.l 9%

Ilelavde LJ. Stassny
Axelrod Research Curator of Fishes
Professor, Fichard Gilder Graduate School
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ANEXO III

Lista de espécies e respectivos genes provenientes do trabalho de Calcagnotto et al. (2005)
utilizadas no presente estudo para as analises molecular e de evidéncia total

Espécies Voucher GB 16s GB cytb GB fkh GBRag2 GBsia
Pimelodella sp. AMNH233447 AY787953 AY791351 AY817285 AY790011
Anostomus sp.1 AMNH233421 AY787954 AY791352 AY817286 AY790012
Astyanax bimaculatus AY787955 AY817287 AY804025  AY790013
Acestrorhynchus sp. AY787956 AY791353 AY817288 AY804026  AY790014
Acestrorhynchus cf. AMNH233420 AY817289 AY790015
nasutus
Ancistrus sp. AMNH233339 AY787958 AY791354 AY817290 AY790016
Chrysichthys sp. AMNH 233630 AY787957 AY791355 AY790017
Brycinus RUSI 065121 AY787959 AY791356 AY817291 AY790018
macrolepidotus
Brycinus carolinae RUSI 065125 AY787960 AY791357 AY817292 AY790019
Micralestes RUSI 065135 AY787961 AY791358 AY817293 AY804027  AY790020
occidentalis
Brycinus carolinae RUSI 065136 AY787962 AY791359 AY817294 AY804028  AY790021
Alestes baremoze AMNH 226451 AY787963 AY791360 AY817295 AY804029  AY790022
Alestes macrophtalmus AY787964 AY791361 AY817296 AY804030  AY790023
Anostomus sp.2 AMNH233414 AY787965 AY791362 AYS817297 AY790024
Aphyocheirodon sp. AMNH233206 AY787966 AY791363 AY817298 AY804031  AY790025
Astyanax scabripinnis AY787967 AY817299 AY790026
Arnoldichthys AMNH233399 AY787968 AY791364 AY817300 AY804032  AY790027
spilopterus
Astyanacinus sp. AMNH233246 AY787969 AY791365 AY817301 AY804033  AY790028
Brycinus nurse AMNH233415 AY787970 AY791366 AY817302 AY804034  AY790029
Mylesinus schomburgki AY787971 AY791367 AY817303 AY804035  AY790030
Brycinus imberi RUSI 61488#1 AY787972 AY791368 AY804036  AY790031
Brycinus kingsleyae AMNH 231534 AY787973 AY817304 AY804037  AY790032
Brycinus lateralis RUSI#49 AY787974 AY791369 AY817305 AY804038  AY790033
Brycinus longipinis AMNH233405 AY787975 AY817306  AY804039  AY790034
Brycon hilarii AY787976  AY791370 AY817307 AY804040  AY790035
Bryconaethiops AMNH233390 AY787977 AY791371 AY817308 AY804041  AY790036
microstoma
Brycinus opistotaenia AY787978  AY791372 AY817309 AY804042  AY790037
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Botia sp.
Brycinus longipinis
Brycinus carolinae
Brycon sp.
Bryconaethiops sp.
Bryconamericus cf.
diaphanus
Bryconops sp.
Brycinus schoutedeni
Astyanacinus sp.
Characidium cf.
purpuratum
Citharinus citharus
Chalceus erythrurus
Characidium fasciatum
Characidium fasciatum
Characidium sp.
Roeboides sp.
Cheirodon sp.
Cheirodontops sp.
Chilodus punctatus
Ctenolucius hujeta
Chalceus
macrolepidotus
Colossoma

macropomum
Creagrutus sp.

Micralestes cf.

pabrensis
Characidium vidali

Distichodus affinis
Distichodus
decemmaculatus
Distichodus
hypostomatus
Distichodus fasciolatus
Distichodus fasciolatus

Distichodus lusosso

Distichodus notospilus

AMNH233431

AMNH 230817

AMNH 233628

AMNH233340

AMNH233243

AMNH233314

AMNH 226441

AMNH233413

AMNH233235

AMNH233251

MNRIJ12843

AMNH233430

AMNH233214

AMNH233215

AMNH233424

AMNH233412

AMNH233404

AMNH233216

AMNH233417

MNRIJ12838

AMNH233391

AMNH233392

RUSI 065159

AMNH 233624

AMNH233437

AMNH 231537

AY787979

AY787980

AY787981

AY787982

AY787983

AY787984

AY787985

AY787986

AYT787987

AY787988

AY787989

AY787990

AY787991

AY787992

AY787993

AY787994

AY787995

AY787996

AY787997

AY787998

AY787999

AY788000

AY788001

AY788002

AY788003

AY788004

AY788005

AY788006

AY788007

AY788008

AY788009

AY788010

AY791373

AY791374

AY791375

AY791376

AYT791377

AY791378

AY791379

AY791380

AY791381

AY791382

AY791383

AY791384

AY791385

AY791386

AY791387

AY791388

AY791389

AY791390

AY791391

AY791392

AY791393

AY791394

AY791395

AYS817310

AY817311

AY817312

AY817313

AYS817314

AY817315

AY817316

AY817317

AY817318

AY817319

AY817320

AY817321

AYS817322

AY817323

AY817324

AYS817325

AY817326

AY817327

AY817328

AY817329

AYS817330

AY817331

AY817332

AY817333

AYR17334

AY817335

AY817336

AYS817337

AY804043

AY804044

AY804045

AY804046

AY804047

AY804048

AY804049

AY804050

AY804051

AY804052

AY804053

AY804054

AY804055

AY804056

AY804057

AY804058

AY804059

AY 804060

AY804061

AY804062

AY804063

AY 804064

AY804065

AY804066

AY804067

AY804068

AY804069

AY790038

AY790039

AY790040

AY790041

AY790042

AY790043

AY790044

AY790045

AY790046

AY790047

AY790048

AY790049

AY790050

AY790051

AY790052

AY790053

AY790054

AY790055

AY790056

AY790057

AY790058

AY790059

AY790060

AY790061

AY790062

AY790063

AY790064

AY790065

AY790066

AY790067

AY790068

AY790069
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Danio rerio
Distichodus
sexfasciatus

Exodon paradoxus
Gephyrocharax sp.
Hemigrammopetersius
barnardi
Hemigrammus bleheri
Hydrocynus brevis
Alestopetersius
caudalis

Hemibrycon beni
Hemistichodus vaillanti
Hyphessobrycon eques
Hemigrammus
erythrozonus
Hydrocynus forskalii
Hydrocynus goliath
Hydrocynus vittatus
Hemiodus gracilis
Hemigrammocharax
machadoi
Hemigrammocharax
multifasciatus
Hepsetus odoe
Hoplias sp.
Elachocharax sp.
Hydrolycus
pectoralis(=
Hydrolycus
scomberoides)
Hemigrammus rodwayi
Hydrocynus vittatus
Hydrocynus vittatus
Citharinus sp.
Ichthyborus sp.
Inpaichthys kerri
Ictalurus punctatus

Knodus sp.

Leporinus sp.

AMNH233432

AMNH233393

AMNH233426

AMNH233275

RUSI 64917#1

AMNH233395

AMNH 22644

AMNH233328

AMNH233428

AMNH233396

AMNH 233631

AMNH 233623

AMNH233427

RUSI 61221

RUSI 63497

AMNH 231495

AMNH233425

AMNH233397

RUSI 065127

RUSI 061489

RUSI 065184

AMNH 233626

AMNH233400

AMNH233448

AMNH233223

AY788011

AY788012

AY788013

AY788014

AY788016

AY788017

AY788018

AY788019

AY788020

AY788021

AY788022

AY788023

AY788024

AY788025

AY788026

AY788027

AY788028

AY788029

AY788030

AY788031

AY788032

AY788033

AY788034

AY788035

AY788036

AY788037

AY788038

AY788039

AY788040

AY788041

AY788044

AY791396

AY791397

AY791398

AY791400

AY791401

AY791402

AY791403

AY791404

AY791405

AY791406

AY791407

AY791408

AY791409

AY791410

AY791411

AY791412

AY791413

AY791414

AY791416

AY817338

AY817339

AY817340

AY817341

AY817342

AY817343

AY817344

AY817345

AY817346

AY817347

AY817348

AYS817349

AY817350

AY817351

AYS817352

AY817353

AY817354

AY817355

AY817356

AY817357

AY817358

AY817359

AY817360

AY817361

AYS817362

AY817363

AY817364

AY817365

AY817366

AY817367

AY817370

AY804070

AY804071

AY804072

AY804073

AY804075

AY804076

AY804077

AY804078

AY804079

AY804080

AY804081

AY804082

AY804083

AY804084

AY804085

AY804086

AY804087

AY804088

AY804089

AY804090

AY804091

AY 804092

AY804093

AY 804094

AY 804095

AY790070

AY790071

AY790072

AY790073

AY790075

AY790076

AY790077

AY790078

AY790079

AY790080

AY790081

AY790082

AY790083

AY790084

AY790085

AY790086

AY790087

AY790088

AY790089

AY790090

AY790091

AY790092

AY790093

AY790094

AY790095

AY790096

AY790097

AY790098

AY790099

AY790102
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Leporinus striatus
Ladigesia roloffi
Micralestes acutidens

Nannopetersius
ansorgii
Mylossoma duriventre

Metynnis calmoni
(=Pristobrycon
calmoni)

Mimagoniates lateralis
Micralestes interruptus
Misgrunus sp.

Moenkhausia
sanctaefilomenae
Myleus schomburgkii

Mylesinus sp.

Myleus sp.

Neolebias ansorgii
Nannostomus beckfordi

Nannocharax
macropterus
Neolebias powelli

Nannostomus espei

Nannocharax
trilineatus
Prodontocharax sp.

Parodon sp.

Phenacogrammus
aurantiacus
Piaractus brachipomus

Bathyaethiops
breuseghemi
Phago sp.

Alestopetersius
hilgendorfi
Phenacogrammus
hilgendorfi
Phenacogrammus
interruptus
Prochilodus lineatus

Piaractus
mesopotamicus
Pygocentrus nattereri

AMNH233300

AMNH233394

RUSI 61487#1

MZUSP 85843

AMNH233402

AMNH233442

AMNH233435

AMNH233419

MZSUSP 58505

MZUSP 58508

MZUSP 58511

AMNH233406

RUSI 7-6-00 #2

AMNH233408

AMNH233407

AMNH233236

AMNH233323

AMNH233441

MZUSP 85849

AMNH233422

AMNH 233627

AMNH233438

AMNH233445

AMNH233444

AY788045

AY788046

AY788047

AY788048

AY788049

AY788050

AY788051

AY788052

AY788053

AY788054

AY788055

AY788056

AY788057

AY788058

AY788059

AY788060

AY788061

AY788062

AY788063

AY788064

AY788065

AY788066

AY788067

AY788068

AY788069

AY788070

AY788071

AY788072

AY788073

AY788074

AY791417

AY791418

AY791419

AY791420

AY791421

AY791422

AY791423

AY791424

AY791425

AY791426

AY791427

AY791428

AY791429

AY791430

AY791431

AY791432

AY791433

AY791434

AY791435

AY791436

AY817371

AYS817372

AY817373

AY817374

AY817375

AY817376

AY817377

AYS817378

AY817379

AY817380

AY817381

AYS817382

AY817383

AY817384

AY817385

AY817386

AY817387

AYS817388

AY817389

AY817390

AY817391

AYS817392

AYS817393

AYS817394

AY817395

AY817396

AY817397

AY817398

AY817399

AY 804096

AY804097

AY804098

AY804099

AY804100

AY804101

AY804102

AY804103

AY804104

AY804105

AY804106

AY804107

AY804108

AY804109

AYS804110

AYS804111

AYS804112

AYS804113

AYS804114

AYS804115

AY804116

AY804117

AY804118

AY804119

AY790103

AY790104

AY790105

AY790106

AY790107

AY790108

AY790109

AY790110

AY790111

AY790112

AY790113

AY790114

AY790115

AY790116

AY790117

AY790118

AY790119

AY790120

AY790121

AY790122

AY790123

AY790124

AY790125

AY790126

AY790127

AY790128

AY790129

AY790130

AY790131

AY790132
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Prochilodus nigricans
Rhabdalestes
maunensis

Raphiodon vulpinus
Serrasalmus sp.
Salminus maxilosus
Serrasalmus rhombeus
Triportheus angulatus
Melanocharacidium sp.

Xenocharax spirulus

Xenocharax spirulus

AMNH233305

RUSI 1-6-96

MZUSP 58506

AMNH233403

AMNH233321

AMNH 231548

AY788075

AY788077

AY788078

AY788079

AY788080

AY788081

AY788082

AY788083

AY788084

AY788085

AY791437

AY791438

AY791439

AY791440

AY791441

AY817400

AY817402

AY817403

AY817404

AY817405

AY817406

AY817407

AY817408

AY817409

AY817410

AY804120

AY804122

AY804123

AY804124

AY804125

AY804126

AY790133

AY790135

AY790136

AY790137

AY790138

AY790139

AY790140

AY790141

AY790142
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ANEXO IV

Autorizagdo da Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA) da UNESP.

o

d‘@; UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Botucatu

I s mstncias
e Betucasa - Unasp.

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 206-CEEA,
sobre “Andlise das caracteristicas ultraestruturais da
espermiogénese e dos espermatozdides de representantes
da superfamilia Erythrinoidea (Teleostei:Characiformes):
uma abordagem filogenética”, sob a responsabilidade de
Irani Quagio Grassiotto, estd de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacio Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacido Animal (COBEA) e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTAGAO
ANIMAL (CEEA), em reuniao de 09/04/2010.

Botucatu, 12 de abril de 2010.

: ”hﬁ %:‘ }51&1&37 FERLNAND“ A ¥- PINHEIR i 0

Presidente - CEEA

Instituto de Biociéncias - Diretoria Técnica Académica
Distrito de Rubido Jdnior s/n CEP 18618-000 Botucatu SP Brasil
Tel 14 3811 8013/6014 fax 14 3815 3744 e-mail: dta@ibb.unesp.br
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ANEXO V

Autorizacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNICAMP.

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o contelido de minha tese de Doutorado intitulada Relacdes

suprafamiliares em Erythrinoidea (Teleostei: Characiformes) com base em caracteres moleculares
e da morfologia das células espermaticas:

() n&o se enquadra no § 4° do Artigo 1° da Informagao CCPG 002/13, referente a bioética e
biossegurancga.

Tem autorizagao da(s) seguinte(s) Comissao(des):
() ClIBio — Comissé&o Interna de Biossegurancga , projeto No. , Instituigao:

( X )CEUA - Comissao de Etica no Uso de Animais , projeto No. 206-CEEA, Instituiao:

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho* - UNESP.
() CEP - Comiss&o de Etica em Pesquisa, protocolo No. , Instituicéo:

* Caso a Comisséo seja extemna ao IB/UNICAMP, anexar o comprovante de autorizagéo
dada o trabalho. Se a autorizagdo ndo tiver sido dada diretamente ao trabalho de tese
ou dissertagéo, deverd ser anexado também um comprovante do vinculo do trabalho do
aluno com o que constar no documento de autorizagéo apresentado.

Ofientadcra: (Irani Quagio Grassiotto)
%

Para uso da Comiss&o ou Comité pertinente:
(X) Deferido ( ) Indeferido

Carimbo e assinatura %— K7 Za =4 LYY - VIE PRESIDATE

Prof. D ALELARORE LETE RODRIGUES DF OLVERA
Para uso da Comiss&o ou Comité pertinente: Fresidente da Comiss3o de £t no Uso e
( )Deferido ( ) Indeferido Animai CEUAJUMICAMP

Carimbo e assinatura
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