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... aminha vontade de continuar



Quando ndo houver saida,

Quando nao houver mais solugdo

Ainda ha de haver saida,

Nenhuma idéa vale uma vida.

Quando néo houver esperanga,

Quando néo restar nem iluséo,

Ainda ha de haver esperanca

Em cada um de nés, algo de uma crianga.

Enquanto houver sol, enquanto houver sol,
Ainda havera...
Enquanto houver sol, enquanto houver sol.

Quando ndo houver caminho,

M esmo sem amor, sem diregao,

A s6s ninguém esta sozinho,

E caminhando que sefaz o caminho.
Quando n&o houver desgio,

Quando n&o restar nem mesmo dor,
Ainda ha de haver desgo

Em cada um de nds, aonde D eus colocou.

Enquanto houver sol, enquanto houver sol,
Ainda havera...

Sérgio Britto
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RESUMO

A superfamilia Loricarioidea é o maior grupo monofilético de Siluriformes da
regido Neotropical, incluindo atualmente seis familias: Nematogenyidae, Trichomycteridae,
Callichthyidae, Scoloplacidae, Astroblepidae e Loricariidae. As hipdteses atuais sobre as
relacdes entre as familias de Loricarioidea sdo baseadas quase que exclusivamente em
caracteres osteoldgicos e de morfologia externa, sendo relativamente escassas as evidéncias
para partes importantes do cladograma. Vdrios estudos tém revelado que os caracteres
ultraestruturais dos espermatozdides, bem como da espermiogénese, em peixes teledsteos,
apresentam importantes implicacdes filogenéticas. O presente trabalho teve por objetivo
estudar a filogenia dos Loricarioidea utilizando a ultraestrutura da espermiogénese e dos
espermatozdides de espécies pertencentes as familias de Loricarioidea e de grupos externos
diretamente relacionados com este clado. Os géneros de Loricarioidea: Nematogenys
(Nematogenyidae), Trichomycterus (Trichomycteridae), Corydoras (Callichthyidae) e
Loricariichthys (Loricariidae), além de um membro da familia Cetopsidae, Cetopsis,
tiveram as caracteristicas ultraestruturais dos seus espermatozoides descritas. Quando
possivel também foram descritos os processos de espermiogénese. Estes dados foram
utilizados na constru¢do de uma matriz de caracteres, que foi utilizada na elaboracdo de
hipéteses filogenéticas de relacionamento entre as espécies estudadas. Uma andlise
combinada dos dados referentes a espermiogénese e aos espermatozdides com os dados
osteologicos e de morfologia externa também foi realizada. Ainda que o ndmero de
espécies seja pequeno frente a diversidade de espécies de Loricarioidea, foram notdrias as
similaridades encontradas entre espermatozdides de espécies pertencentes a um mesmo
género, enquanto que entre espermatozdides de espécies pertencentes a familias diferentes,
a variabilidade foi clara. Uma lista de 58 caracteres da ultraestrutura da espermiogénese e
dos espermatozdides foi obtida, refletindo os caracteres encontrados nos espermatozdides
de espécies pertencentes apenas a ordem Siluriformes. As andlises filogenéticas conduzidas
com este conjunto de dados mostraram que, as hipéteses de relacionamento entre as
familias de Loricarioidea, bem como entre estas € os outros Siluriformes tornam-se

conflitantes com a hipétese atualmente proposta com base em outros caracteres
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morfoldégicos, a medida que sd@o somados mais tdxons terminais a andlise. O reflexo disto
pode ser verificado pela diminui¢do dos valores do indice de consisténcia e de bootstrap,
somado ao aumento do ndmero de Aarvores igualmente parcimoniosas que vao sendo
obtidas. A possivel causa destas interferéncias nas andlises é o pequeno nimero de
descricoes dos espermatozdides de espécies de Loricarioidea, bem como de outros
Siluriformes. Por outro lado, a filogenia derivada da anélise combinada dos dados mostrou-
se bastante congruente com a hipdtese mais aceita atualmente para o grupo. A andlise
combinada revelou ainda, a partir da comparagdo dos indices de decaimento, que o uso dos
caracteres da ultraestrutura dos espermatozdides em combinacdo com outros dados
morfolégicos poderd fornecer bons subsidios no esclarecimento de relagdes mal resolvidas
ou ainda poderd aumentar o suporte para grupos cujos relacionamentos té€m sido

repetidamente demonstrado.
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ABSTRACT

The superfamily Loricarioidea is the largest monophyletic group of neotropical
Siluriformes, including actually six families: Nematogenyidae, Trichomycteridae,
Callichthyidae, Scoloplacidae, Astroblepidae, and Loricariidae. The hypotheses about
relationships among Loricarioidea families are based almost exclusively on osteological
and anatomical features. However, the evidences for important parts of the cladogram are
relatively scarce. Several studies on Teleostei have shown that characteristics of the
spermatozoal ultrastructure, as well as of the processes of spermiogenesis, have
phylogenetics implications. The aim of this work was to study the Loricarioidea phylogeny
using spermiogenesis and spermatozoa ultrastructural of species of Loricarioidea families
and of out groups directly related to this clade. The Loricarioidea genera: Nematogenys
(Nematogenyidae), Trichomycterus (Trichomycteridae), Corydoras (Callichthyidae) and
Loricariichthys (Loricariidae), and of one member of the family Cetopsidae, Cetopsis, had
the ultrastructural features of their spermatozoa described. When possible the processes of
spermiogenesis were also described. This data were used in the construction of the matrix
of character witch was used in the elaboration of phylogenetics hypotheses of relationship
among the species analyzed. A combined analysis of the spermiogenesis and spermatozoal
data with the osteological and anatomical data was realized. Despite of the species number
to be small in comparison with the diversity of Loricarioidea species, similarities were
observed among spermatozoa of species that belong to a same genera. However, in the
spermatozoa of species belong to different families, the variability was evident. A list of 58
spermiogenesis and spermatozoal ultrastructure characters was obtained, reflecting the
characters present in the spermatozoa of species belonging to the ordem Siluriformes. The
analyses conduced with this data set showed that the hypotheses of relationship among
Loricarioidea families, as well as among this and the other Siluriformes, become conflicted
with the hypothesis actually proposed, based on other morphological characters when more
terminals taxa are added during the analyses. A reflex can be observed by the reduction of
the consistency index values and bootstrap values, added to an increase of the number of

parsimonious trees that were obtained. The possible cause of these interferences in the
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analyses is the small number of spermatozoal descriptions for Loricarioidea species, as well
as for other Siluriformes. On the other hand, the phylogeny derived from the combined data
analyzes showed high levels of congruence with the hypothesis actually accepted for the
group. The combined analysis still revealed, from the decay index comparison, that the use
of spermatozoal ultrastructure characters combined with other morphological data can
provide good subsidies in the elucidation of the poorly resolved relationships or still can

increase the support for groups whose relationships has been poorly demonstrated.
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1. INTRODUGCAO

A histéria evolutiva dos organismos estd associada as mudangas climdticas e
geograficas ocorridas durante a histéria do planeta. A elucidacdo das relacdes filogenéticas
entre os seres vivos permite nao s6 o estudo da sua evolucdo, como também € base para
estudos biogeograficos e ecoldgicos (Futuyma, 1992). O conhecimento acerca da
diversidade bioldgica € o ponto de partida para todos os estudos basicos ou aplicados
relacionados as ciéncias da vida e o reconhecimento de espécies, bem como a habilidade de
nomed-las, € fundamental para o estudo da ecologia, comportamento, evolu¢do e todas as
demais disciplinas relacionadas aos organismos (Savage, 1995; Amorim, 2002).

A fauna neotropical de peixes de 4gua doce € bastante rica, incluindo cerca de 4.500
espécies reconhecidamente vélidas segundo o mais recente levantamento da diversidade de
peixes de dgua doce da América do Sul e Central feito por Reis e colaboradores (2003).
Além disso, os autores citados estimam que exista algo em torno de 1.600 espécies ainda
nao descritas, 0 que resultaria em uma estimativa total de cerca de 6.100 espécies de peixes
de &4gua doce neotropicais. Ja Schaefer (1998) calculou, em um levantamento das
tendéncias histéricas de descri¢do de espécies em Characidae e Loricariidae, que possam
existir aproximadamente 8.000 espécies de peixes de dgua doce neotropicais o que
corresponderia a 25% de todas as espécies de peixes do mundo. Este ndmero foi discutido e
aceito por Vari e Malabarba (1998) que acrescentaram que toda essa diversidade de peixes
de 4gua doce neotropicais ocorre em menos de 0,003% da dgua do planeta.

A superordem Ostariophysi soma algo em torno de trés quartos dos peixes de dgua
doce do mundo, o que a torna um amplo e importante componente da ictiofauna recente. Os
Ostariophysi encontram-se incluidos na divisdao Teleostei, subdivisdo Euteleostei (Lauder e
Liem, 1983). Os Ostariophysi compreendem duas séries: Anotophysi, constituida pelos
Gonorynchiformes e Otophysi constituida pelos Cypriniformes, Characiformes,
Gymnotiformes e Siluriformes (Fink e Fink, 1996). Os Ostariophysi, Otophysi
compreendem um grupo de peixes Osseos diagnosticado pela presenca do aparelho de
Weber, um complexo formado por um conjunto de ossiculos (tripus, intercalarium,

claustrum e scaphium) que permite a conexao da bexiga natatéria com o ouvido interno



(Burgess, 1989; Fink e Fink, 1996). Fink e Fink (1996) propdem a seguinte classificacdo
para os Ostariophysi, Otophysi: Cypriniphysi, que inclui a ordem Cypriniformes (carpas,
barbos), Characiphysi, incluindo os Characiformes (lambaris, piranhas, pacis) e
Siluriphysi, que inclui duas ordens, Gymnotiformes (poraqués, tuviras, morenitas) e
Siluriformes (peixes de couro, cascudos). Neste estudo de Fink e Fink (1996), a andlise
filogenética das relacdes entre os grupos de Otophysi, estabelece Cypriniformes como
grupo irmao dos demais Otophysi e Characiformes como grupo-irmao de Siluriformes mais
Gymnotiformes (Fig. 1).

O monofiletismo do clado formado por Gymnotiformes e Siluriformes,
considerados grupos-irmaos, baseia-se em 16 caracteristicas listadas em Fink e Fink (1996),
sendo parte delas referentes a anatomia neural do sistema eletro-sensorial presente nestes

grupos.

1.1. Ordem Siluriformes

A ordem Siluriformes compreende um grupo de peixes extremamente grande,
diverso e amplamente distribuido nas regides tropicais e neotropicais de todo o mundo,
principalmente na América do Sul, Africa e sul e sudeste da Asia (Burgess, 1989; Teugels,
1996; Ferraris, 1998; de Pinna, 1998; Arratia et al., 2003). Desta forma, sua distribui¢dao
parece ser limitada pela temperatura, uma vez que a maioria das espécies habita tanto
regides tropicais quanto neotropicais e poucas sdo as espécies que alcancam o extremo sul
da América do Sul ou o extremo norte da América do Norte (Nelson, 1994).

O numero de espécies de Siluriformes conhecidas € de cerca de 2.600, porém esse
nimero pode exceder os 3.000, representando 1/3 do percentual de peixes de dgua doce
conhecidos (Burgess, 1989; Nelson, 1994; Teugels, 1996; Ferraris, 1998). Embora a grande
maioria dos peixes desta ordem seja encontrada em ambientes de dgua doce, duas familias,
Ariidae e Plotosidae tém uma representacdo significativa de espécies primariamente
marinhas (Burgess, 1989; de Pinna, 1998). Além disso, as familias Pangasiidae,
Aspredinidae e Auchenipteridae incluem algumas espécies estuarinas, que podem ainda,

apresentar certa tolerancia a ambientes marinhos (de Pinna, 1998).
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Os Siluriformes sdo conhecidos popularmente no Brasil como “bagres”, “cascudos”,
“armados”, “mandis”, “jads” ou “pintados”. Sdo peixes que possuem formas e tamanhos
extremamente variados e caracterizam-se principalmente por possuirem total auséncia de
escamas sobre o corpo, presenca de barbilhdes e freqiientemente de acileos fortes e
pungentes resultantes da modificacdo do segundo raio da nadadeira dorsal e do primeiro
raio das nadadeiras peitorais (“tripé defensivo”), capazes de infringir graves ferimentos e,
em alguns casos, de injetar um veneno produzido por células glandulares localizadas no
tecido epidérmico que cobre estes actleos (Alexander, 1965; Burgess, 1989; Ferraris,
1998). O corpo desprovido de escamas pode ser revestido por uma pele espessa conhecida
popularmente como couro (“peixes de couro”), ou entdo, coberto total ou parcialmente por
placas dsseas (“cascudos”, “bodds”, ‘“caborjas”) (Burgess, 1989). Apresentam habitos
predominantemente crepusculares e noturnos, o que os leva a habitar, em geral, locais com
dguas turvas como o fundo dos rios e a permanecer entre rochas e a vegetacdo (Ferraris,
1998). Os hdébitos alimentares também sdo variados, havendo espécies herbivoras,
planctéfogas, carnivoras e onivoras. Além disso, hd espécies com hdbitos alimentares
extremamente particulares como os representantes de duas subfamilias de
Trichomycteridae, os Vandelliinae, que sao hemat6fagos (Machado e Sazima, 1982) e os
Stegophilinae, que sdo lepidofagos (“‘comedores de escamas”) (Nelson, 1994).
Provavelmente localizam alimentos no fundo e orientam sua natacdo por meio dos
barbilhdes gustativos e tacteis, ou ainda, por meio de receptores de campo elétrico
presentes no corpo, como ¢é verificado em representantes de Malapteruridae (“bagres
elétricos”) (Alexander, 1965; Ferraris, 1998). Esta enorme diversidade ecoldgica e
evolutiva observada na ordem Siluriformes a faz foco de muitos estudos (Burgess, 1989;
Fink e Fink, 1981, 1996; de Pinna, 1998; Arratia et al., 2003; Britto, 2003).

Apesar da importancia cientifica e econdmica dos Siluriformes, o grupo apresenta
ainda inimeros problemas sistematicos e taxonOmicos em razdo de sua ampla diversidade.
A prépria classificagdo das familias de Siluriformes ainda nao é consensual, uma vez que, a
cada novo estudo sistematico e/ou filogenético sobre a ordem; novas espécies, géneros e até
mesmo familias sdo propostos, ou melhor, caracterizados. Assim, por exemplo, o nimero

de familias reconhecidas para a ordem € de 29 segundo Ferraris (1998), 33 para Teugels



(1996) e Eschmeyer (1998), 34 para Nelson (1994) e 35 segundo Ferraris e de Pinna
(1999).

O numero de estudos enfocando as relagdes entre as varias familias de Siluriformes,
com base em dados morfoldgicos, tem-se expandido consideravelmente nos ultimos anos
devido a incorporacdo de novas técnicas de obtencdo e interpretacdo de dados, entre as
quais estd o uso da metodologia de andlise filogenética proposta inicialmente por Hennig
(1966) e implementada por diversos autores. Segundo Diogo (2003), muitos dos estudos
pré-cladisticos sobre os relacionamentos entre os Siluriformes sdo confusos e
questiondveis, com propostas de agrupamentos dos tdxons tendo por base caracteres
plesiomorficos e altamente homoplasticos ou simplesmente ndo embasadas. Entretanto, o
autor ressalta que tais trabalhos nao devem ser ignorados.

Embora nos ultimos anos notem-se progressos até entdo ndo vistos, a grande
maioria dos estudos cladisticos sobre a filogenia dos Siluriformes é dedicada aos intra-
relacionamentos de familias de Siluriformes (Diogo, 2003). Contudo, trés importantes
trabalhos que atentam para uma andlise filogenética mais global entre as familias de
Siluriformes sdo o de Mo (1991 apud de Pinna, 1998), o de de Pinna (1993) e o de Britto
(2003), os quais tém por base uma grande quantidade de caracteres novos. Entre os topicos
abordados por de Pinna (1998) em seu estudo sobre as relagdes filogenéticas dos
Siluriformes neotropicais, o autor apresenta uma comparagdo entre os resultados obtidos
por Mo (1991) e por de Pinna (1993) concluindo que hd uma concordancia em alguns
pontos destes trabalhos, que podem ser vistos como uma evidéncia de corroboragdo
independente, apresentada em ambos, sobre as relagdes entre as familias de Siluriformes.

A recente andlise filogenética realizada por Britto (2003), com base em 331
caracteres morfolégicos de representantes de todos os principais grupos da ordem
Siluriformes, indicou que algumas familias formam agrupamentos polifiléticos e varios
grupos tradicionais tiveram seu monofiletismo corroborado, concordando com as hipéteses
propostas por Mo (1991 apud de Pinna, 1998) e de Pinna (1993, 1998) (Fig. 2). Como
exemplos de hipdteses propostas em estudos prévios e que no estudo de Britto (2003) foram
confirmadas, tem-se a posicao basal da familia Diplomystidae dentro da ordem, bem como

o monofiletismo da superfamilia Loricarioidea e as relacdes entre suas familias. Dentre as



novas hipéteses, nao foi confirmada a relacdo da familia Pseudopimelodidae com o grupo
formado por Sisoroidea, Loricarioidea e Amphiliidae, que se mostra agora mais relacionada
a Heptapteridae e outros Siluriformes. Entre os grupos apresentados, os que possuem
representantes na regido neotropical sdo: Diplomystidae, Cetopsidae, Aspredinidae,
Loricarioidea, Pseudopimelodidae, Heptapteridae, Doradoidea, Pimelodidae e Ariidae. O
grupo-irmao de cada uma destas linhagens inclui alguns membros com distribuicao fora da
regido neotropical (de Pinna, 1998; Britto, 2003). Possivelmente isto indica que a
diversificacdo dos Siluriformes na regido neotropical precede a separacdo entre a América
do Sul e os outros blocos continentais, justificando, por exemplo, os componentes afro-

neotropicais presentes em Siluriformes (de Pinna, 1998).

1.2. Superfamilia Loricarioidea

Atualmente a superfamilia Loricarioidea €é composta por seis familias:
Nematogenyidae (1 espécie), Trichomycteridae (171 espécies), Callichthyidae (177
espécies), Scoloplacidae (4 espécies), Astroblepidae (54 espécies) e Loricariidae (673
espécies) (de Pinna, 1998; Reis et al., 2003). Dentro deste grupo estdo os trés maiores
géneros de Siluriformes: Hypostomus, Corydoras e Trichomycterus, além de um grande
nimero de espécie de interesse econdmico, principalmente como espécies ornamentais.

A superfamilia Loricarioidea é o maior grupo monofilético de Siluriformes da
regido neotropical (de Pinna, 1998; Britto, 2003). Esta superfamilia foi o primeiro grupo
natural de familias de Siluriformes reconhecido. Essa afinidade foi primeiramente proposta
por Peyer (1922 apud de Pinna, 1998), com base na presenga de odontddios e na estrutura
do primeiro raio da nadadeira peitoral. Além desses caracteres, dois outros confirmam o
monofiletismo da superfamilia, que sdo: dentes mandibulares com cuspides bifidas e ramos
anteriores do basipterigio sem cartilagem nos adultos (de Pinna, 1998). De acordo com a
recente andlise de Britto (2003), a presenca dos ossiculos do aparelho de Weber
encapsulados mostrou-se também um carater exclusivo de Loricarioidea.

A relacdo da superfamilia Loricarioidea com as outras familias de Siluriformes

observada no cladograma de Britto (2003) sugere sua proximidade com a familia



Amphiliidae e com a superfamilia Sisoroidea, sendo Amphiliidae considerada grupo-irmao
de Loricarioidea.

As hipéteses de relacionamento entre as familias constituintes de Loricarioidea
apresentada por de Pinna (1998) e Britto (2003) mostram que as familias Callichthyidae,
Scoloplacidae, Astroblepidae e Loricariildae formam um clado separado de
Nematogenyidae e Trichomycteridae; com Loricariidae e Astroblepidae como grupos-
irmaos. Vdrias transformagdes de caracteres sdo conhecidas para os diferentes clados de
Loricarioidea, como pode ser observado na Figura 3. Por outro lado, as filogenias
apresentadas em de Pinna (1998) revelam que sdo relativamente poucas as hipéteses de
relacionamento dentro das familias de Loricarioidea.

Os estudos sobre a origem dos diferentes clados de Loricarioidea sdo ainda muito
incipientes. O f6ssil melhor conhecido de Callichthyidae, Corydoras revelatus, com cerca
de 50 milhdes de anos parece ser extremamente antigo (Reis, 1998). Considerando outras
evidéncias, Reis (1998) concluiu que as principais linhagens de peixes neotropicais, em
nivel de familia, poderiam estar diferenciadas antes da separa¢do da América do Sul e da
Africa, a cerca de 100 milhdes de anos.

Entre os Loricarioidea, a familia Nematogenyidae é constituida por uma unica
espécie, Nematogenys inermis, endémica do Chile central (Nelson, 1994; de Pinna, 2003).
O género Nematogenys foi primeiramente incluido na subfamilia Nematogenyinae,
pertencente a familia Trichomycteridae. A familia Nematogenyidae foi proposta por
Eigenmann em 1927, porém tal fato foi rejeitado pela maioria dos autores subseqiientes,
que continuaram a incluir Nematogenys na familia Trichomycteridae (de Pinna, 1998; de
Pinna, 2003). A idéia de separacdo foi reconhecida a partir de Baskin em 1973, com a
proposta de que Nematogenys é o grupo-irmao dos demais Loricarioidea (de Pinna, 1998;
de Pinna, 2003). Entretanto, a inclusdo do género Trichogenes por Britski e Ortega em
1983, e da subfamilia Copionodontinae por de Pinna em 1992, na familia
Trichomycteridae, mudou novamente esse quadro (de Pinna, 1998, 2003), assinalando que
a hipétese de inclusdo do género Nematogenys em Trichomycteridae ainda € possivel.
Além disso, de Pinna (1992) sugere que a familia Nematogenyidae seja mantida devido a

difusdo do seu uso na literatura (de Pinna, 2003). No cladograma de relacionamentos entre



as familias de Loricarioidea proposto por de Pinna (1998) e por Britto (2003), a familia
Nematogenyidae € grupo-irmao da familia Trichomycteridae. De acordo com de Pinna
(1998) Nematogenys € talvez o Loricarioidea mais interessante por ser o Unico, dentro da
superfamilia, que retém muitos estados de cardter que sdo representativos de condigao
plesiomorfica e, portanto, de grande valia para a elucida¢do dos relacionamentos entre os
Loricarioidea e os outros Siluriformes. Apesar do seu interesse filogenético, pouco €
conhecido sobre sua anatomia, biologia reprodutiva e ecologia, sendo isto resultado, em
parte, da dificuldade de acesso ao seu hdbitat natural, além da sua presente ameaca de
extincdo devido a introdugdo de espécies exoticas e a degradagdo do seu habitat, o que
possivelmente comprometerd estudos futuros (de Pinna, 1998).

A familia Trichomycteridae é considerada uma das familias de Loricarioidea mais
rica em numero de espécies, as quais encontram-se atualmente distribuidas em oito
subfamilias: Copionodontinae, = Trichogeninae, = Trichomycterinae, = Vandelliinae,
Stegophilinae, Tridentinae, Glanapteryginae, Sarcoglanidinae (de Pinna e Wosiacki, 2003).
Por algum tempo, a familia Trichomycteridae foi conhecida como Pygidiidae, por
influéncia principalmente de Eigenmann, que interpretou erroneamente a histéria
taxondmica dos nomes Trichomycterus e Pygidium (de Pinna, 1998). A familia forma um
grupo monofilético bem diagnosticado e encontra-se distribuida em quase toda a América
do Sul, na Costa Rica e no Panamd (Teugels, 1996). Com exce¢do de Trichomycterinae,
todas as subfamilias de Trichomycteridae sdo consideradas monofiléticas (de Pinna, 1998).
A sinapomorfia mais conspicua do grupo € a estrutura do aparelho opercular. Nesta, o inter-
opérculo € modificado em uma estrutura compacta, com uma grande plataforma
ventrolateral formando um suporte para os odontédios (de Pinna, 1998). A maioria das
espécies desta familia, como € o caso dos Trichomycterinae, ¢ predadora de pequenos
invertebrados. No entanto, podem apresentar notdveis especializacdes alimentares, com
espécies hemat6fagas, como os Vandelliinae, que vivem nas camaras branquiais de outros
peixes (Machado e Sazima, 1983; Burgess, 1989). Além destas, ha espécies da subfamilia
Stegophilinae que se alimentam de muco e escamas de outros peixes (Nelson, 1994).

Algumas espécies da subfamilia Vandelliinae conhecidas popularmente por “candirus”



podem penetrar acidentalmente na uretra humana e de outros mamiferos, causando graves
conseqiiéncias a vitima (de Pinna, 1998; Nelson, 1994).

A familia Callichthyidae também apresenta um grande nimero de espécies
distribuidas em duas subfamilias: Callichthyinae e Corydoradinae (de Pinna, 1998; Reis,
2003). Das 177 espécies vélidas da familia Callichthyidae, o género Corydoras representa
cerca de 80% da diversidade da familia (cerca de 143 spp.), o que o torna o género mais
especioso também dentro da ordem Siluriformes (Reis, 2003). A familia Callichthyidae é
considerada grupo-irmao do conjunto formado pelas familias Scoloplacidae, Astroblepidae
e Loricariidae (de Pinna, 1998; Britto, 2003). As relacdes filogenéticas da familia t€ém sido
estudadas por Reis (1998), que demonstrou o monofiletismo do grupo com base em 28
sinapomorfias. As subfamilias de Callichthyidae também foram demonstradas por este
autor como sendo monofiléticas. Encontra-se distribuida em praticamente todas as grandes
drenagens da América do Sul, desde o norte da Argentina até a bacia do Rio Orenoco e
também na Colombia e Panamd (Reis, 2003). Sdo peixes relativamente pequenos e
facilmente reconhecidos pela presenca de duas séries de placas dsseas longitudinais
revestindo o corpo (de Pinna, 1998). Os calictideos apresentam respiracdo aérea acessoria,
sendo capazes de captar o ar na superficie da dgua, engoli-lo e passa-lo para uma regidao
especial no intestino, que corresponde ao Orgdo respiratorio acessorio, € este ar pode
eventualmente ser expelido pelo anus (de Pinna, 1998; Reis, 2003). Para as duas
subfamilias de Callichthiydae sdo descritos comportamentos reprodutivos distintos. Em um
estudo sobre o comportamento reprodutivo de Corydoras paleatus, representante da
subfamilia Corydoradinae, Pruzsinszky e Ladich (1998) descrevem que os machos desta
espécie emitem sons ao cortejar a fémea madura e que durante esse momento eles nao sao
agressivos com os outros machos da espécie. Contudo, estes autores relatam diferencas
considerdveis no comportamento reprodutivo de Hoplosternum thoracatum, representante
da subfamilia Callichthyinae; o qual emite sons de territorialismo durante a desova e
mostra-se bastante agressivo tanto na presenca das fémeas quanto na de outros machos.

A familia Scoloplacidae é a mais recente familia neotropical de Siluriformes
reconhecida, encontrando-se atualmente constituida por quatro espécies pertencentes ao

género Scoloplax (de Pinna, 1998; Schaefer, 2003a). A principio os escoloplacideos foram



considerados por Lundberg e Baskin, em 1969, como representante da familia Aspredinidae
(Bunocephalus sp.) e posteriormente, Bailey e Baskin, em 1976, os localizaram em uma
nova subfamilia de Loricariidae, denominada Scoloplacinae (de Pinna, 1998; Schaefer,
2003a). Mais tarde, em 1980, essa subfamilia foi elevada por Isbriicker ao status de familia,
denominada Scoloplacidae, sendo entdo confirmada por Howes, em 1983, que concordou
com a separagdo (de Pinna, 1998; Schaefer, 2003a). Na América do Sul, distribuem-se nas
bacias Amazonica e Parand/Paraguai. Nas relacdes filogenéticas dos grupos de
Loricarioidea, Scoloplacidae € grupo-irmao de Astroblepidae mais Loricariidae (de Pinna,
1998; Britto, 2003). Sao Siluriformes diminutos, uma vez que ndo se conhece exemplares
maiores que 20 mm em comprimento padrdo (Sazima et al., 2000; Schaefer, 2003a). Os
representantes da familia Scoloplacidae s@o reconhecidos pela presenca de uma placa
rostral mével localizada na cabeca que sustenta numerosos odontédios (de Pinna, 1998;
Sazima et al., 2000; Schaefer, 2003a). Segundo Teugels (1996), essa caracteristica
representa uma notavel estrutura neomorfica dentro da ordem Siluriformes. Em adicio a
esta sinapomorfia, outras foram descritas por Schaefer, em 1990, indicando que
Scoloplacidae € um grupo monofilético (Schaefer, 2003a). Schaefer e colaboradores
(1989), em uma revisao do género Scoloplax, sugerem que esse género possui
caracteristicas reduzidas, possivelmente pedomorficas. Estas caracteristicas comumente
encontradas em Scoloplax e compartilhadas por outros peixes-miniatura incluem redugdo
do niimero de raios das nadadeiras, perda de varios ossos do cranio e reducdo e perda de
partes do sistema latero-sensorial (Schaefer et al., 1989). Estes mesmos autores comentam
sobre alguns problemas inerentes ao uso destes caracteres redutivos nas andlises
filogenéticas dos grupos de peixes-miniatura, uma vez que nestes grupos estes caracteres
podem representar homoplasias e sinapomorfias em diferentes niveis filogenéticos. Sazima
e colaboradores (2000), em um estudo sobre a histéria natural de Scoloplax empousa,
descreveram, a partir de amostras coletadas nos meses de maio e agosto, que estes peixes
apresentam hdbito noturno e uma dieta composta por invertebrados de fundo,
principalmente larvas de quironomideos e oligoquetas. Estes autores também verificaram
uma mudanga na estrutura da populacdo com base na diferenga entre as freqiiéncias de

tamanho dos individuos amostrados em maio e em agosto, sugerindo que o0s



escoloplacideos sejam peixes anuais. Quanto aos aspectos reprodutivos, Burns e
colaboradores (2000) sugerem que Scoloplax dicra possa ser um peixe de inseminagao.

A familia Astroblepidae também estd constituida por um tnico género, Astroblepus,
com mais de 50 espécies reconhecidas (Schaefer, 2003b). Trata-se de peixes endémicos da
regido norte dos Andes, altamente adaptados a ambientes elevados e de correnteza forte que
sdo encontrados naquela regido (de Pinna, 1998). Segundo de Pinna (1998), em termos
filogenéticos, os astroblepideos representam o grupo menos entendido de todos os outros
Loricarioidea. Entretanto, o monofiletismo da familia parece bem corroborado por
Schaefer, em 1990, bem como sua posi¢cdo como grupo-irmao de Loricariidae (de Pinna,
1998). Embora a familia Astroblepidae compartilhe vdrias especializagdes com o0s
Callichthyidae, Scoloplacidae e Loricariidae, eles ndo apresentam corpo revestido por
placas 6sseas (Schaefer, 2003b). Além desta caracteristica, os astroblepideos possuem boca
inferior formando um disco suctério, 1abios expandidos e musculatura das nadadeiras
pélvicas bastante desenvolvida (de Pinna, 1998; Schaefer, 2003b). A habilidade do grupo
em escalar superficies verticais, talvez seja decorrente da combinacdo eficiente entre sua
fixacdo ao substrato por meio da boca suctéria e a contracdo da musculatura das nadadeiras
pélvicas. Roman-Valencia (2001), estudando a ecologia reprodutiva de Astroblepus
cyclopus, mostra que nessa espécie a maturacdo dos ovdrios ocorre entre os meses de
dezembro e maio, sendo que a fecundidade € baixa e os ovos sdo pequenos.

A familia Loricariidae apresenta o maior nimero de espécies dentre todos os
Loricarioidea e € provavel que seja também a mais complexa taxonomicamente (de Pinna,
1998). A grande diversidade de espécies encontra-se arranjada em seis subfamilias:
Ancistrinae (Fisch-Muller, 2003), Hypoptopomatinae (Schaefer, 2003c), Hypostominae
(Weber, 2003), Lithogeneinae (Reis et al., 2003), Loricariinae (Ferraris, 2003b) e
Neoplecostominae (Ferraris, 2003a). Embora exista uma grande diversidade morfolégica
dentro do grupo, as relagcdes entre as subfamilias de Loricariidae apresentadas em de Pinna
(1998) mostram-se relativamente bem definidas com excecdo de Hypostominae, que forma
um agrupamento polifilético. Sdo peixes amplamente distribuidos nas bacias hidrograficas
das Américas do Sul e Central (Reis et al., 2003). Apresentam o corpo quase que

inteiramente revestido por placas dsseas arranjadas em mais que duas séries longitudinais
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(Burgess, 1989; Teulgels, 1996). O hébito destes peixes de se alimentarem principalmente
de algas estd associado a sua boca suctdria e aos seus dentes raspadores (de Pinna, 1998). A
biologia reprodutiva dos Loricariidae € relativamente mais conhecida devido a
popularizacdo do seu uso em aqudrios (de Pinna, 1998). Em geral, caracterizam-se por uma
baixa fecundidade, com desovas contendo poucos ovos, os quais sdo adesivos e grandes
(Nakatani, 2001; Favaro, 1999). Em algumas espécies ha um marcante cuidado parental,
como observado em Loricaria typus, onde os machos incubam os ovos em uma “bolsa de
incubacdo” formada pelo desenvolvimento exacerbado do l4bio inferior durante a época
reprodutiva (Menezes, 1949). Na maioria das espécies do género Ancistrus observa-se um
admirdvel dimorfismo sexual, com os machos possuindo um conjunto de tentdculos
alongados no focinho, que possivelmente mimetizam o movimento de larvas, atraindo a

fémea madura (Sabaj et al., 1999).

1.3. Estrutura testicular e espermatogénese em peixes

Em relagdo a anatomia, os testiculos da maioria dos peixes sdo 6rgaos pares, em
geral de formato alongado, podendo estar total ou parcialmente individualizados, ou ainda,
unidos apenas em sua extremidade caudal para formar o ducto espermdtico que se abre na
papila urogenital (Le Gac e Loir, 1999). Microscopicamente, os testiculos encontram-se
envolvidos por uma cdpsula delgada. A ultraestrutura desta cdpsula revela que ela €
constituida por duas camadas celulares: uma mais externa, que corresponde ao mesotélio, o
qual é constituido por um epitélio simples pavimentoso sustentado pela lamina basal, e uma
mais interna formada por tecido conjuntivo mais ou menos frouxo e células midides
(Koulish et al., 2002). Os testiculos estdo conectados a regido dorsal da cavidade
celomadtica por meio do mesérquio, uma fina camada de peritonio (Pudney, 1993; Le Gac e
Loir, 1999). Ao longo do ciclo reprodutivo anual das espécies sdo observadas alteracdes na
morfologia dos testiculos, bem como na coloragio e principalmente no tamanho e peso (Le
Gac e Loir, 1999).

A organizagdo cldssica dos testiculos encontrada nos peixes também ¢é

compartilhada por outros vertebrados, mostrando-se ser uma caracteristica plesiomorfica
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(Pudney, 1993, 1995). Nesta organizacdo o testiculo encontra-se dividido em dois
compartimentos: o germinativo e o intersticial (Pudney, 1993, 1995; Le Gac e Loir, 1999;
Grier, 2002; Koulish et al., 2002). O compartimento germinativo € constituido pelo epitélio
germinativo, o qual é formado pelas células de Sertoli, pelas células germinativas e pela
lamina basal mais fibras reticulares. O compartimento intersticial ¢ formado pelas células
de Leydig, fibroblastos, células midides, macréfagos, vasos sanguineos, nervos e fibras
coldgenas. Ambos os compartimentos encontram-se separados pela lamina basal (Pudney,
1995; Grier, 2002; Lo Nostro et al., 2003).

E no compartimento germinativo que tem lugar 4 producio dos gametas masculinos
ou a espermatogénese (Pudney, 1995; Miura, 1999; Koulish et al., 2002). Mattei (1993)
sugere que, em peixes teledsteos, hd dois tipos de espermatogénese: a cistica e a semi-
cistica. Na espermatogénese cistica, a producdo dos espermatozdides se d4 completamente
no interior de cistos ou espermatocistos presentes no compartimento germinativo; com a
abertura desses cistos somente no final do processo, resultando na liberacdo dos gametas na
luz (Mattei, 1993). Os cistos sd@o formados por grupos de células germinativas em
desenvolvimento mais ou menos sincronico, sejam as espermatogdnias primarias ou
secunddrias, os espermatdcitos primdrios ou secunddrios, ou as espermadtides, que se
encontram envolvidos por prolongamentos citoplasmaticos das células de Sertoli (Grier,
1981; Grier, 1993; Miura, 1999). Ja na espermatogénese semi-cistica, os cistos se abrem
antes do final da producdo dos espermatozdides, a qual é completada na luz do
compartimento germinativo (Mattei, 1993). A abertura do cisto pode ocorrer em variados
niveis de diferenciacdo das células germinativas, levando a uma mistura de diferentes tipos
celulares na luz. Em geral, encontram-se misturados as espermatides e os espermatozdides
recém-formados. A maioria dos peixes teledsteos apresenta espermatogénese do tipo cistica
(Mattei, 1993).

A espermatogénese inicia-se com a proliferacio mitdtica das espermatogonias,
prossegue passando pela divisdo meidtica e termina com a espermiogénese, na qual a
espermdtide hapldide diferencia-se em espermatozdide (Miura, 1999). Desta forma, nos
cistos a espermatogOnia primdria (uma Unica espermatogénia envolvida pela célula de

Sertoli) divide-se por mitoses e dd origem as espermatogOnias secunddrias (mais de uma
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espermatogOnia envolvida pela célula de Sertoli). Estas também se multiplicam por mitose
e se diferenciam em espermatdcitos primdrios, os quais entram em meiose € dao origem aos
espermatdcitos secunddrios apds a primeira divisdo meidtica. Os espermatdcitos
secunddrios originam as espermdtides apds a segunda divisdo meidtica (Pudney, 1995).
Nestas divisdes celulares, as citocineses sdo incompletas e as células germinativas
permanecem interligadas por pontes citoplasméticas (Pudney, 1995; Le Gac e Loir, 1999).

A diferenciacdo das espermdtides, ou espermiogénese resulta na formagdo dos
espermatozdides. Durante a espermiogénese ocorrem marcantes mudancas morfoldgicas
nas espermdtides que consistem na formacdo da cabeca do espermatozdide e na
compactagdo da cromatina, na formacao da peca intermedidria, na perda de citoplasma e no
desenvolvimento do flagelo (Pudney, 1995; Miura, 1999). Ao término destes eventos, 0s
processos citoplasmaticos das células de Sertoli se afastam e os espermatozdides sdo
liberados na luz do compartimento germinativo (Pudney, 1995; Grier, 1993). Embora os
espermatozodides tenham completado a espermiogénese, na maioria das espécies, estes
gametas ditos testiculares ainda ndo sao considerados maduros, uma vez que sido imoveis;
nio sendo capazes de fecundar o gameta feminino. O processo de maturacdo do
espermatozdide ocorre a medida que o gameta percorre o ducto espermatico, onde adquire a
sua motilidade. Este processo envolve, portanto, mudancas fisioldgicas na célula e ndo
morfoldgicas (Miura, 1999).

Na maioria dos peixes teledsteos a fertilizagdo € externa. Em nimero menor,
algumas espécies apresentam fertilizacdo interna, com os machos possuindo um 6rgio
copulador (gonopddio) com o qual deposita o esperma diretamente no trato reprodutivo da
fémea através da papila urogenital (Nakatani et al., 2001). Burns e colaboradores (2002)
consideram inadequado o uso do termo fertilizacdo interna e sugerem que ele seja
substituido por inseminacao, uma vez que o tempo exato entre a introdu¢ao do esperma e a
fertilizacdo propriamente dita ndo € conhecido até o momento para nenhuma espécie de

Ostariophysi que exibe esse modo de reprodugdo.
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1.4. Classificagao da espermiogénese em peixes

Mattei, em 1970, realizou uma andlise comparativa da espermiogénese em peixes
das classes Chondrichthyes e Osteichthyes: Sarcopterygii e Actinopterygii. Neste estudo
foram analisadas 82 espécies de peixes, sendo que dessas, 76 eram de peixes teledsteos.
Para esse grupo o autor citado propos dois tipos de espermiogénese, a do tipo I e a II. Em
ambos os tipos, o inicio do desenvolvimento do flagelo, nas espermétides jovens se da
lateralmente ao nucleo, sendo que € a ocorréncia ou nao de rotacdo nuclear que diferencia
estes dois tipos de espermiogénese. Assim, se ao longo da espermiogénese ocorrer rotagao
nuclear, o eixo flagelar no espermatozdide se posicionard perpendicularmente ao nucleo,
caracterizando a espermiogénese do tipo I (Fig. 4), porém se ndo ocorrer rotagao nuclear, o
eixo flagelar permanecerd paralelamente ao nucleo, caracterizando a espermiogé€nese do
tipo II (Fig. 5).

Na espermiogénese do tipo I descrita por Mattei (1970), a espermdtide jovem
apresenta nucleo central, mitocondrias esparsas pelo citoplasma e complexo centriolar
lateral ao nicleo e preso a membrana plasmadtica; o centriolo distal diferencia-se em
corpusculo basal e desenvolve o flagelo. O complexo centriolar movimenta-se em dire¢ao
ao nucleo, trazendo a membrana, que sofre uma invaginagdo, e o segmento inicial do
flagelo. Forma-se assim o canal citoplasmdtico, um espago existente entre as membranas
plasmética e flagelar. O flagelo dispde-se tangencialmente ao nicleo e nessa face do
contorno nuclear forma-se uma depressdao, denominada de fossa nuclear. O nicleo sofre
uma rotagdo de 90° em relacdo ao eixo flagelar e o complexo centriolar se insere na fossa
nuclear. A regido da fossa nuclear determina a base do nucleo, regido para a qual migram as
mitocondrias.

Na espermiogénese do tipo II descrita por Mattei (1970), a espermétide jovem ¢&
bastante similar aquela caracterizada na espermiogénese do tipo 1. A diferenca é que nessa
nao ocorre a rotacao do nicleo em relacdo ao flagelo, o que resulta em um posicionamento
do flagelo paralelo ao nicleo (Mattei, 1970). Embora ocorra a formacdo da fossa nuclear,

os centriolos permanecem fora dela (Mattei, 1970; Jamieson, 1991). Este tipo de
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espermiogénese € caracteristico de teledsteos mais derivados, como por exemplo, o0s
Perciformes (Mattei, 1970; Jamieson, 1991).

Variagdes dos tipos I e II de espermiogé€nese resultam em um canal citoplasmatico
pequeno ou inexistente, o mesmo ocorrendo com a fossa nuclear (Jamieson, 1991; Mattei,
1991).

Um outro tipo de espermiogénese, a do tipo III (Quagio-Grassiotto e Carvalho,
2000; Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito submetido), foi recentemente descrito em
Siluriformes, para a familia Pimelodidae (sensu Lundberg e Littman, 2003). Nessa, a
espermatide jovem apresenta nucleo central, mitocondrias esparsas pelo citoplasma,
complexo centriolar medial ao nucleo e preso a membrana plasmadtica; o centriolo distal
diferencia-se em corpusculo basal e dd origem ao flagelo. O complexo centriolar ndo se
movimenta e o canal citoplasmético e a fossa nuclear ndo se formam. Nao ha também
rotacdo nuclear. A peca intermedidria € formada pela movimentacio da massa
citoplasmatica em direcdo a regido inicial do flagelo (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000;
Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito submetido). Embora neste tipo de
espermiogé€nese ndo ocorra rotagdo nuclear, o flagelo apresenta localizagdo perpendicular
ao nucleo (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000; Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito
submetido).

Entre os tipos de espermiogénese descritos, a espermiogénese em um representante
da familia mais basal dos Siluriformes, Diplomystes mesembrinus, (Quagio-Grassiotto et

al., 2001), corresponde a do tipo I de Mattei (1970).

1.5. Classificagao dos espermatozéides em peixes

Franzén (1970), em um estudo sobre os aspectos filogenéticos da morfologia dos
espermatozodides em vdrios filos de invertebrados aqudticos, propdem uma classificagao
para estes gametas em primitivos ou modificados. Para essa classificacdo, o autor
considerou a estrutura e organiza¢io encontrada nos gametas masculinos por ele estudados,
bem como o tipo de fertilizacdo. Entende-se por primitivos os espermatozdides que

ocorrem nos grupos com fertilizacdo externa e que, portanto, sdo liberados no meio
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aqudtico. [Estes apresentam, numa seqiiéncia antero-posterior: acrossomo, cabeca
arredondada ou coOnica, nicleo esférico, dois centriolos: o proximal e o distal, sendo que o
distal se diferencia em corpusculo basal e desenvolve o axonema, peca intermedidria com
mitocOndrias arredondadas e pouco numerosas e flagelo contendo o axonema classico
(9+2). Ja os espermatozdides modificados sdo encontrados em espécies de fertilizagdao
interna, sendo liberados diretamente no trato reprodutivo da fémea. A morfologia destes
gametas diverge em variados niveis da encontrada nos espermatozodides do tipo primitivo.
Tais diferencas que destoam da condi¢do primitiva correspondem principalmente a
morfologia da cabeca, que se mostra mais alongada, e a peca intermedidria, que também
exibe um alongamento, além de uma reorganizacdo das mitocOndrias. Apds estas
consideragdes, o autor conclui que os grupos mais primitivos de invertebrados analisados
apresentam o espermatozoide do tipo primitivo, enquanto que os grupos mais derivados
apresentam espermatozoéides modificados e que esta divergéncia estd associada a mudanca
no tipo de fertilizacdo encontrada nestes dois grupos.

No livro de revisdao de Jamieson (1991), o autor resume o conhecimento a respeito
da estrutura dos espermatozdides dos diversos grupos de peixes, tanto da superclasse
Agnatha quanto da Gnathostomata, assinalando as modifica¢des estruturais que ocorreram
em cada linhagem. Nesse estudo, o autor considera que a classificacdo dos espermatozdides
em primitivos € modificados proposta por Franzén (1970) mostra-se equivocada para os
espermatozdides dos peixes. Isto porque os espermatozédides tidos como primitivos estao
presentes em grupos de peixes “superiores’, enquanto grupos ‘“‘inferiores” apresentam
espermatozodides estruturalmente considerados avancados. Desta forma, Jamieson (1991)
sugere uma classificacdo para os espermatozdides dos peixes em aquasperm € introsperm,
para designar, respectivamente, os espermatozoides dos peixes com fertilizacdo externa,
liberados no meio aquatico, e os dos peixes de fertilizagdo interna, liberados diretamente no
trato reprodutivo da fémea. O autor ainda estende esta classificacdo considerando também a
presenca ou a auséncia do acrossomo e o nimero de flagelos no espermatozéide. Com isso,
tem-se no caso do aquasperm, o tipo acrosomal aquasperm ou o anacrosomal aquasperm.

Este dltimo subdivide-se em uniflagellate, biflagellate ou aflagellate. Com relagdo ao
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introsperm ha o acrosomal introsperm ou o anacrosomal introsperm e este pode ainda ser
simple ou complex.

Jamieson (1991) considera que o espermatozéide encontrado na maioria dos
Neopterygii corresponde a um tipico anacrosomal aquasperm uniflagellate, o qual
apresenta, em geral, em uma seqii€ncia anterior-posterior: nucleo esférico, sem vesicula
acrossomal, presenca de fossa nuclear, centriolos proximal e distal freqiientemente
arranjados em angulo reto e inseridos na fossa nuclear; centriolo distal se diferenciando em
corpusculo basal e desenvolvendo o axonema, mitocOndrias arredondadas e pouco
numerosas e flagelo contendo apenas o axonema cldssico (9+2). Segundo esse autor, a
perda do acrossoma neste grupo € um cardter que o distingui dos demais grupos de peixes e
vem acompanhada da presenca da micrdpila nos ovos destes animais (Jamieson, 1991). A
micrépila € uma abertura no envoltério do ovo que permite a passagem do espermatozoéide
no momento da fertilizacdo (Amanze e Yvengar, 1990). Para Jamieson (1991), os
espermatozodides dos Neopterygii podem ter se desenvolvido secundariamente a partir de
espermatozdides mais complexos encontrados nos grupos de peixes mais primitivos.

Em 1991, Mattei realizou um estudo sobre a ultraestrutura dos espermatozéides em
peixes e suas implicacdes sistemdticas, acrescentando dados de cerca de 80 espécies aos
existentes até aquela data. Encontra-se, nessa andlise, a descricdo dos espermatozoéides de
grupos pertencentes a superclasse Gnathostomata, incluindo Chondrichthyes e
Ostheichthyes: Sarcopterygii e Actinopterygii, revelando que € imensa a diversidade de
formas encontrada nos espermatozodides dos peixes, ndo sendo possivel estabelecer um
unico modelo para esses gametas, como € o caso, por exemplo, dos mamiferos. Ao longo
do trabalho o autor ndo propde nenhuma classificagdo para os espermatozdéides dos peixes.

Com base nas comparacdes realizadas entre os espermatozéides dos grupos
analisados, o estudo de Mattei (1991) mostra que dois caracteres, considerados novos,
foram encontrados nos Neopterygii: a reducdo no tamanho do nicleo e a perda do
acrossomo, sendo esse ultimo também evidenciado por Jamieson (1991). Segundo Mattei
(1991), estas duas caracteristicas associadas a presenca de uma peg¢a intermedidria curta,

ocorrendo jd no Actinopterygii primitivo, produzem um espermatozdide cuja estrutura
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simplificada € bastante similar a dos espermatozdides dos invertebrados aquaticos com
fertilizacdo externa considerados como sendo do tipo primitivo por Franzén (1970).

Mattei (1991) sugere que a estrutura dos espermatozdides encontrada nos
Neopterygii, em geral, consiste em um gameta sem acrossomo e uniflagelado. Esta
estrutura corresponde ao anacrosomal aquasperm uniflagellate, descrito por Jamieson
(1991), dos Neopterygii. No entanto, ha grupos em Neopterygii, em particular nos Teleostei
primitivos, em que sdo encontradas variagdes na estrutura dos seus espermatozéides. Como
exemplos que chamam a aten¢do pode-se citar a ocorréncia de espermatozéides aflagelados
em Osteoglossomorpha e de espermatozdéides com flagelo constituido por 9+0

microtibulos em Elopomorpha (Jamieson, 1991; Mattei, 1991).

1.6. Ultraestrutura da espermiogénese e dos espermatozéides em peixes

teleésteos e suas implicacoes filogenéticas

A espermiogénese do tipo I de Mattei (1970) leva a formacdo de um anacrosomal
aquasperm do tipo I (Jamieson, 1991). Estes gametas possuem nucleos pequenos, com
formato que varia de ovdide a arredondado. Os centriolos, em angulo reto, situam-se na
fossa nuclear, quando esta estd presente. A peca intermedidria é pequena e forma um colar
ao redor da regido inicial do flagelo. As mitocOndrias, pequenas € pouco numerosas, situam
no colar citoplasmaético, separadas do inicio do flagelo pelo canal citoplasmatico. O flagelo
apresenta o axonema cldassico com nove duplas de microtibulos periféricos e um par
central. A membrana flagelar pode ou ndo apresentar uma, duas ou trés projecdes laterais,
denominadas também de “fins”.

A espermiogénese do tipo II de Mattei (1970) leva a formagdo de um anacrosomal
aquasperm do tipo II (Jamieson, 1991). Nesse, o eixo flagelar é paralelo a base do nucleo.
Os centriolos localizam-se fora da fossa nuclear (Mattei, 1970; Jamieson, 1991). A peca
intermedidria pode ser muito pequena e o canal citoplasmdtico pode estar ausente. No
axonema, os microtibulos A, das duplas um, dois, cinco e seis podem apresentar material
denso no limen, constituindo as diferencia¢des intratubulares (Mattei, 1970; Jamieson,

1991).
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A morfologia descrita para os espermatozoides dos tipos I e Il pode variar quanto ao
posicionamento do flagelo quando a rotagdo nuclear for incompleta, a presenga e dimensao
da fossa nuclear, a presenga e tamanho do canal citoplasmatico, ao tamanho e quantidade
de mitocondrias e ao numero de flagelos, caracterizando tipos intermedidrios de
espermatozoéides (Jamieson, 1991; Mattei, 1970, 1991).

Ja a espermiogénese do tipo III de Quagio-Grassiotto e Oliveira (manuscrito
submetido) leva a formag¢do de um anacrosomal aquasperm, o qual apresenta como
principal diferenga, quando comparado com os espermatozoides do tipo I e II, a auséncia da
fossa nuclear e do canal citoplasmatico.

Com base no exposto, € notavel o elevado niimero de caracteristicas, qualitativas e
quantitativas, que podem ser extraidas em andlises estruturais e ultraestruturais da
espermiogénese e dos espermatozodides (Fig. 6). Dentre estes caracteres, pode-se citar: o
tipo de espermiogénese, a forma e dimensdo do nicleo, o padrdo de compactagdo da
cromatina, a presenca ou ndo de fossa nuclear, canal citoplasmético e projecdes laterais nos
flagelos, forma e distribuicio de mitocOndrias e a presenga de vesiculas na peca
intermedidria.

Entende-se por caracteres qualitativos as caracteristicas descritas por palavras,
como, por exemplo, peca intermedidria simétrica ou assimétrica, mitocOndrias
arredondadas ou alongadas. J4 os caracteres quantitativos representam as caracteristicas
descritas por escalas numéricas, isto €, por medidas, como comprimento e largura do
nucleo, altura da fossa nuclear ou por contagens (Thiele, 1993). Nas anélises filogenéticas,
os caracteres quantitativos sdo geralmente codificados de forma qualitativa, com o objetivo
de facilitar as comparagdes entre as varidveis quantitativas e qualitativas.

Desta forma, os estudos sobre a ultraestrutura da espermiogénese e dos
espermatozdides em peixes, vém sendo direcionados no sentido da utilizacdo das
caracteristicas estruturais dos espermatozoides em andlises filogenéticas, podendo
acrescentar dados importantes na elucidacdo de padrdes de relacionamento em diversos
grupos de peixes (Baccetti et al., 1984; Jamieson, 1991; Mattei, 1991). Atualmente alguns

grupos sdo também suportados com base na estrutura de seus espermatozdides. Como
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exemplo, tem-se o monofiletismo da superordem Elopomorpha que é corroborada por cinco
sinapomorfias derivadas da estrutura dos espermatozoéides (Jamieson, 1991).

Em um estudo recente sobre a ultraestrutura dos espermatozodides de lagartos da
familia Teiidae, Teixeira (2003) realiza uma andlise filogenética sobre as relagdes entre os
diferentes géneros pertencentes a esta familia com base em uma lista de 24 caracteres
extraidos a partir da ultraestrutura dos espermatozdides. Teixeira (2003) propde também
que os caracteres oriundos da descricdo destas caracteristicas podem ser satisfatoriamente
combinados com os outros dados morfolégicos nas matrizes das andlises filogenéticas. A
autora expde que os altos niveis de variabilidade inter e intra-genérica encontrados nos
representantes da familia Teiidae indicam que, para melhorar as estimativas da filogenia
deste grupo, é necessario o uso de espécies como taxons terminais. Comparacdes do grau
de congruéncia entre as filogenias derivadas da ultraestrutura dos espermatozdéides e dos
outros dados morfoldgicos, realizadas por Teixeira (2003), mostram que a ultraestrutura
dos espermatozdides € um bom indicador de filogenia da familia Teiidae, apresentando
poucas regides conflitantes e de pouco suporte com a topologia com base em outros
caracteres morfoldgicos.

A despeito dos estudos de Jamieson (1991) e Mattei (1991) fornecerem dados sobre
a ultraestrutura dos espermatozoéides de praticamente todos os grandes grupos de peixes
vivos, os espermatozoéides dos teledsteos neotropicais de 4gua doce sdo pouco conhecidos.

Com relagdo aos Siluriformes encontram-se disponiveis, até o momento, descri¢des
da ultraestrutura dos espermatozéides de 26 espécies de 13 familias: Diplomystidae
(Quagio-Grassiotto et al., 2001), Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999), Clariidae (Mattei,
1991; Mansour et al., 2002), Siluridae (Emel’yanova e Makeyeva, 1992; Kwon et al., 1998;
Lee e Kim, 2001), Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982; Emel’yanova e Makeyeva, 1991;
Emel’yanova e Makeyeva, 1992), Heptapteridae (Maggese et al., 1984; Quagio-Grassiotto,
2001), Malapteruridae (Mattei, 1991), Mochokidae (Mattei, 1991), Auchenipteridae (Burns
et al., 2002), Pimelodidae (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000; Santos et al., 2001;
Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito submetido), Bagridae (Emel’yanova e Makeyeva,
1992; Lee, 1998; Kim e Lee, 2000), Schilbidae (Mattei, 1991) e Ariidae (Mattei, 1991).

Entre essas, sdo encontradas boas descricdes e fotodocumentagdes para 14 espécies,
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enquanto para as demais existem apenas desenhos esquemdticos da morfologia dos
espermatozodides ou entdo algumas imagens de espermatozdides em estudos mais amplos
sobre reproducdo. Como observado, ndao hd, até o momento, descricdes para nenhuma
espécie de Loricarioidea. Assim, a realiza¢do de estudos ultraestruturais da espermiogénese
e dos espermatozdides de representantes das familias constituintes desta superfamilia
deverdo ser bastante tteis no estudo das relacdes entre os seus componentes € poderdao
servir de base para estudos mais abrangentes em Siluriformes.

Ainda que as descricdes disponiveis na literatura sobre os espermatozéides dos
Siluriformes representem um nimero pequeno frente a diversidade de espécies encontrada
nesta ordem, alguns dados chamam muito a aten¢do, como por exemplo, a alta incidéncia
de espermatozdides biflagelados, encontrados em Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999),
Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982; Emel’yanova e Makeyeva, 1991; Emel’yanova e
Makeyeva, 1992), Malapteruridae (Mattei, 1991) e Ariidae (Mattei, 1991) e de
espermatozdides com canal citoplasmdtico e fossa nuclear ausentes, encontrados em
espécies de Pimelodidae (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000; Quagio-Grassiotto e
Oliveira, manuscrito submetido).

Com base nos estudos que abordam a implicacdo filogenética dos espermatozoéides,
disponiveis até o momento, nota-se que espermatozdides de espécies pertencentes a um
mesmo género, quando comparados entre si, apresentam grandes similaridades, enquanto
que espermatozdides de espécies pertencentes a familias diferentes, mas reconhecidamente
relacionadas, apresentam um alto grau de variabilidade (Baccetti ef al., 1984; Jamieson,
1991; Mattei, 1991; Teixeira, 2003). Considerando que os caracteres ultraestruturais dos
espermatozdides podem entdo divergir entre grupos relacionados, é necessdrio que seja

realizada uma avaliac@o do nivel taxondmico em que eles possam ser mais informativos.
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OSTARIOPHYSI

Gonorynchiformes Cypriniformes Characiformes Gymnotiformes Siluriformes

ANOTOPHYSI OTOPHYSI

Figura 1. Cladograma expressando as relagdes entre os grupos constituintes de
Ostariophysi, segundo Fink e Fink (1981, 1996).
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Cypriniformes
Characiformes
Gymnotiformes
Diplomystidae
Cetopsidae
Ambivcipitidae
Akysidae
Aspredinidae
Erethistidae
Sisoridae
Amphiliidae
mHematogenyidae
Tricharmycteridae
Callichthyidae
Scoloplacidae
Astroblepidae
Laricariidae
Chacidae
FPlotosidae
Clariidae
Siluridae
Ictaluridae
Malapteruridae
Allchenoglanidinae
Fzeudopimeladinae
Heptapterinae
mMochokidae
Daradidae
Alchenipteridae
Fimelodinae
Bagridae
Austroglanididae
Horabagrus
Cranaglanididae
Fangasiidae
Schilbidae
Claroteinae
Anchariidae
Ariidae

Figura 2. Filogenia proposta por Britto (2003) para a ordem Siluriformes.
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Figura 3. Cladograma mostrando as rela¢des entre as familias de Loricarioidea.
Os retingulos pretos mostram o numero de transformacdes de caracteres
suportando cada ramo, segundo Britto (2003). Modificado de Britto (2003).
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Figura 4. Esquema ilustrando a espermiogénese do tipo I,
exemplificada em Upeneus prayensis (Mullidae), segundo Mattei (1970).
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Figura 5. Esquema ilustrando a espermiogé€nese do tipo II, exemplificada em
Parapristipoma octolineatum (Haemulidae), segundo Mattei (1970).
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Nucleo

formato, comprimento, largura

Fossa Nuclear

formato, comprimento, largura

Complexo Centriolar

Arranjo, inserido ou ndo na fossa nuclear

quantidade, distribuicdo, conexao ou ndo

Mitocondrias

uantidade, formato, distribuicao
Canal citoplasmatico q ¢

comprimento, largura, ausente ou ndo

Flagelo
Numero, presenca de projegdes laterais

Figura 6. Desenho esquemdtico do espermatozdide de Silurus
microdorsalis, evidenciando alguns caracteres que podem ser extraidos a
partir da ultraestrutura dos espermatozéides em peixes. Modificado de Lee
e Kim (2001).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho se insere em um programa geral de estudo da superfamilia
Loricarioidea, intitulado “Filogenia e evolu¢do de Loricarioidea: uma abordagem
multidisciplinar”, cujo objetivo principal € procurar ampliar o conhecimento sobre a
diversidade e os padrdes de relacionamento neste grupo.

Este trabalho, em particular, procura contribuir com a obtencdo de um conjunto de
caracteres referentes a ultraestrutura da espermiogénese e dos espermatozdides de

representantes de Loricarioidea, bem como de outras familias de Siluriformes que servirao

como grupos externos. Assim, os objetivos deste trabalho foram:

1. Descrever, por meio da microscopia eletronica de transmissdo, as caracteristicas
ultraestruturais da espermiogénese e dos espermatozdides de representantes da superfamilia
Loricarioidea e de grupos externos, disponibilizando um conjunto de caracteres para este
clado e procurando avaliar o grau de variabilidade encontrada na espermiogénese € nas

estruturas dos espermatozoides em relac@o a diversidade de espécies do grupo;

2. Propor uma lista de caracteres morfologicos que reflita as caracteristicas ultraestruturais

da espermiogénese e dos espermatozdides de espécies da ordem Siluriformes;

3. Realizar estudos comparativos a partir da ultraestrutura da espermiogénese e dos
espermatozdides e elaborar hipdteses sobre a filogenia dos Loricarioidea e de seus grupos

constituintes com base nestes caracteres;

4. Comparar as hipdteses obtidas a partir dos dados de ultraestrutura dos espermatozdides
com outras hipoteses disponiveis na literatura, elaboradas com base em outros caracteres
morfoldgicos, principalmente osteolégicos e de morfologia externa, procurando verificar se

ha ou ndo congruéncia entre os diferentes conjuntos de caracteres;
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5. Analisar simultaneamente os dados de ultraestrutura de espermatozéides e os demais
dados morfoldgicos obtidos por Britto (2003), procurando estabelecer uma hipétese de
consenso sobre os padrdes de relacionamento entre as familias de Loricarioidea e entdo
avaliar a importdncia das transformacdes nas diferentes classes de caracteres,

principalmente da espermiogénese e dos espermatozdides, na evolu¢do da superfamilia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

Foram coletados exemplares machos, sexualmente maduros, de representantes de
quatro das seis familias de Loricarioidea: Nematogenyidae, Trichomycteridae,
Callichthyidae e Loricariidae e de um representante da familia Cetopsidae, durante os
periodos pré-reprodutivo e reprodutivo, em diferentes bacias hidrograficas da América do
Sul. Segue a lista das espécies coletadas e que foram utilizadas no presente estudo e dos

seus respectivos locais de coleta:

Familias Subfamilias Espécies Locais de Coleta
Nematogenys inermis Rio Aguas de la Gloria
Nematogenyidae (LBP 10330, LBP 10331%)  (S36°50,304’W72°55,642"), VIII

Regido, Aguas de la Gléria, Chile.
Trichomycteridae ~ Trichomycterinae  Trichomycterus aff. iheringi  Rio Capivara (S22°53,963’
W48°23,204), Botucatu, SP,
Brasil;
T. areolatus
(LBP 10314, LBP 10320) Rio Caramavida (S37°40,842°
W73°15,997°), VIII Regido,
Antiguala, Caifiet, Chile;
T. reinhardti
(LBP 10229, LBP 10230) Corrego Sapateiro (S21°16,432'W
43°38,613"), Barbacena, MG,

Brasil;
T. sp.
(LBP 663/02, LBP 664/02)  Coérrego da Jacutinga
(S23°09°'W48°16’), Bofete, SP,
Brasil;
T. sp.

(LBP 099/03, LBP 205/03) Rio Alambari (S22°56°08”
W48°19°15”), Botucatu, SP, Brasil.

Callichthyidae Corydoradinae Corydoras flaveolus Rio Alambari (522°56°08”
(LBP 079/02, LBP 548/02) W48°19°15”), Botucatu, SP, Brasil.
Loricariidae Loricariinae Loricariichthys platymetopon ~ Reservatério de Capivara (S22°51°52”
W50°53°56”), Candido Mota, SP,
Brasil.
Cetopsidae Cetopsinae Cetopsis coecutiens Rio Araguaia (S16°00°W52°17°),

(LBP 11801, LBP 13158) Aragarcas, GO, Brasil.

*: indica o numero de tombo dos exemplares utilizados e depositados na colecdo de peixes

do Laboratério de Biologia de Peixes, Depto. Morfologia, I.B., UNESP, Botucatu.
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Visando a disseccdo para a retirada dos testiculos, os exemplares coletados foram
anestesiados com solucio de benzocaina obtida a partir da diluicdo de 0,5 g de benzocaina
em 5 ml de dlcool absoluto e 5 L de 4gua. Todos os exemplares utilizados foram
subseqiientemente fixados em formol 10%, conservados em élcool 70% e depositados na
colecdo de peixes do Laboratério de Biologia de Peixes, Departamento de Morfologia,
Instituto de Biociéncias, UNESP, Botucatu, Sdao Paulo, Brasil, como espécimens-

testemunho.

3.2. METODOS

3.2.1. Andlise ultraestrutural

Para a andlise ultraestrutural, os testiculos retirados dos exemplares capturados
foram fragmentados e processados primeiramente para andlise a microscopia de luz,
visando um estudo prévio do material, bem como sua selecao para a microscopia eletronica
de transmissdo. Apds esta etapa, os testiculos selecionados foram entdo processados para a
andlise ao microscépio eletronico de transmissdo. A seguir sdo apresentados os protocolos

utilizados no processamento do material para a microscopia de luz e para a microscopia

eletrOnica de transmissao:

- Processamento para Microscopia de Luz

O material foi processado no Laboratério de Reprodugdo de Peixes Neotropicais, do
Departamento de Morfologia, 1.B., UNESP, campus de Botucatu, utilizando-se o protocolo
para historesina, descrito a seguir: fixagdo dos testiculos em solugdo de glutaraldeido 2% e
paraformaldeido 4% em tampao fosfato Sorensen 0,1M, pH 7,3 por no minimo 24 horas;
desidratacdo em série crescente de concentracdo de dlcool: dlcool 70% (vérias trocas ao
longo de um dia) e dlcool 95% (4 horas); infiltracdo em solucdo 1:1 de mistura de dlcool
95% e resina de infiltracdo por 5 horas ou overnight e apds em resina de infiltragdo por 5
horas ou overnight; inclusdao em metacrilato glicol (JB-4 Embedding Kit Polysciences).

Os cortes de 3 a Sum foram obtidos em micrétomo equipado com navalha de vidro

Leica RM 2145; distendidos em 4gua destilada e colocados sobre laminas com auxilio de
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um pincel; levados para estufa a 37 °C por 24 horas e em seguida submetidos a coloragao
com Hematoxilina e Eosina (H/E) descrita a seguir: hidratacdo das laminas em 4gua
destilada por 30 segundos; imers@ao em hematoxilina de Harris por 20 minutos; lavagem em
dgua corrente por 10 minutos; passagem em dlcool 90% por 30 segundos; imersdo em
eosina por 7 minutos e lavagem rdpida em 4gua corrente. Na seqiiéncia, as laminas foram

para a estufa a 37 °C por 24 horas e depois montadas com laminula e “permount”.

- Processamento para a microscopia eletréonica de transmissao

O material foi processado e também analisado no Centro de Microscopia Eletronica,
LLB., UNESP, campus de Botucatu. O protocolo de rotina utilizado compreendeu: fixacao
dos testiculos em solucdo de glutaraldeido 2% e paraformaldeido 4% em tampao fosfato
Sorensen 0,1M, pH 7,3 por no minimo 24 horas; lavagem dos testiculos selecionados em
tampao fosfato Sorensen 0,1M (3X de 5’); pds-fixacdo em tetréxido de 6smio 1%, no
escuro, por 2 horas, lavagem em dgua destilada (3X de 5’); contrastacdo em bloco com
solucdo aquosa de acetato de uranila a 0,5%. Segue-se, a desidratagao em série crescente de
concentracao de acetona: 50% (2X de 10°), 70% (2X de 10’), 90% (2X de 15*) e 100% (3X
de 15’) e a infiltracdo por um periodo de 12 horas em solucdo 1:1 de mistura de acetona e
Araldite (Kit 502 Polysciences). Apés 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 inclusdo em nova mistura de Araldite, em estufa a 58-60 °C por 48 horas.

Ap6s o desbaste dos blocos, foram feitos os cortes semi-finos de 0,5 um em
micrétomo Leica RM 2165 equipado com navalha de vidro, os quais foram corados com
azul de metileno 1% em solucdo de borax 1%. A partir destes cortes foram selecionadas as
areas especificas para o estudo ao microscopio eletronico de transmissdo. Apds esta andlise,
os blocos contendo o material selecionado foram re-desbastados e em seguida feitos os
cortes ultrafinos. Estes foram obtidos no ultramicrétomo Leica Ultracut UCT, equipado
com navalha de diamante, coletados em telas de cobre, sem filme suporte e contrastados em
acetato de uranila a partir de uma solu¢do saturada preparada em etanol 50%, por 20
minutos, no escuro. Apds lavagem por varias vezes em alcool 50%, o material sofre nova

contrastacao em citrato de chumbo por 20 minutos, seguida de lavagem, por vdrias vezes,
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em d4gua destilada. Os cortes assim preparados foram observados ao Microscopio
Eletronico de Transmissdo Phillips - CM 100 e fotografados em filme 35 mm da Kodak
(Eastman 5302). As copias fotograficas foram feitas em papel fotografico da Kodak
(Kodabrome RC Print).

Com base nas elétron-micrografias obtidas, foram descritas as caracteristicas

ultraestruturais da espermiogénese e dos espermatozdides de cada uma espécies analisadas.

3.2.2. Analise filogenética

- Elaboragao da lista de caracteres

Foi elaborada uma lista de caracteres, qualitativos e quantitativos, que ocorrem na
ordem Siluriformes, a partir do conjunto de caracteristicas ultraestruturais da
espermiogénese e dos espermatozoides de representantes de Loricarioidea, obtidos neste
estudo, bem como dos dados disponiveis na literatura das outras familias de Siluriformes. O
exame destes caracteres foi realizado com base na observacdo das elétron-micrografias
obtidas neste estudo e das apresentadas na literatura utilizada, sendo que nesse segundo
caso foram consideradas também as descri¢des dos autores.

Os dados disponiveis na literatura que foram utilizados referem-se as seguintes
familias e espécies: Diplomystidae, Diplomystes mesembrinus (Quagio-Grassiotto et al.,
2001); Amblycipitidae, Liobagrus mediadiposalis (Lee e Kim, 1999); Clariidae, Clarias
gariepinus (Mansour et al., 2002); Siluridae, Silurus microdorsalis (Lee e Kim, 2001) e
Silurus asotus (Kwon et al., 1998); Ictaluridae, Ictalurus punctatus (Poirier e Nicholson,
1982); Auchenipteridae, Trachelyopterus lucenai (Burns et al., 2002), Pimelodidae,
Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum (Quagio-Grassiotto e Oliveira,
manuscrito submetido), Sorubim lima (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000) e
lheringichthys labrosus (Santos et al., 2001); Bagridae, Pseudobagrus fulvidraco (Lee,
1998) e Leiocassis ussuriensis (Kim e Lee, 2000) e Heptapteridae, Rhamdia quelen

(Quagio-Grassiotto, 2001).
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O critério utilizado na escolha destes trabalhos foi a presenca de uma boa
fotodocumentacao, que permitiu uma andlise adequada dos caracteres, principalmente dos
quantitativos, uma vez que para estes € necessario a realizacao de medidas das estruturas.

Visando a obtengdo dos caracteres quantitativos foram realizadas medidas do
comprimento e/ou da largura, com o auxilio de uma régua de 15,0 cm, das seguintes
estruturas presentes nos espermatozoides: nucleo, peca intermedidria e, quando presentes,
fossa nuclear, canal citoplasmatico e projecdes laterais. Em todos os casos, as estruturas
foram medidas sempre na regido em que exibia o maior eixo. Para conversdo do valor

obtido em centimetros (cm) para micrometros (um), foi utilizada a seguinte féormula:

1 um = aumento final (AF) = comprimento da estrutura em centimetros

10.000

Por exemplo: medida do comprimento do nicleo em uma fotomicrografia com um
aumento final de 17.000X:

Com a régua mede-se, na elétron-micrografia, o comprimento da estrutura, no caso
o nucleo, e obtém-se um valor correspondente, por exemplo, a 4,0 cm. A seguir colocam-se

os valores na féormula:

I pm=17.000=1,7 cm

10.000
Aplica-se uma regra de trés simples:
Ium 1,7cm
Xum 4,0 cm
X =2,35um

Portanto, 4,0 cm corresponde a 2,35um, ou seja, o comprimento do nicleo, em uma
elétron-micrografia com aumento final de 17.000X, é de 2,35 pm.

As medidas obtidas foram trabalhadas em planilhas do programa Microsoft Excel
(Windows XP), em seus valores absolutos. Foram calculados para o conjunto de valores

das medidas de cada cariter quantitativo a média, o desvio padrdo, o valor mdximo e o
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valor minimo. A partir das medidas obtidas foram construidos, também no Excel, graficos
de dispersdo, visando a definicdo dos intervalos de valores referentes a cada estado do
cardter quantitativo, permitindo, assim, a codificacdo desses caracteres em caracteres

qualitativos.

- Construgao da matriz de dados

A partir da lista de caracteres obtida foi construida uma matriz de dados com as
espécies analisadas neste estudo, bem como com as outras espécies descritas na literatura
(Tabela VII).

Para efeito comparativo com grupos externos, foram utilizadas espécies
consideradas mais basais entre os Siluriformes segundo o cladograma de Britto (2003).
Assim, Diplomystes mesembrinus foi escolhido como grupo-irmao de todos Siluriformes;
Cetopsis coecutiens foi escolhido como grupo-irmao de todos Siluriformes, com exce¢do de
Diplomystes; Liobagrus mediadiposalis foi escolhido como representante de Sisoroidea e
proximo a Loricarioidea. Uma espécie da ordem Characiformes, Citharinus sp., da familia
Citharinidae (Mattei, 1995), foi incluida na matriz de dados como grupo-externo dos
Siluriformes. Esta espécie foi escolhida, dentre as outras da ordem Characiformes que
possuem seus espermatozoides descritos, em razdo de se tratar de um grupo
reconhecidamente primitivo dentro de Characiformes (Fink e Fink, 1981).

Uma outra matriz de dados foi construida, combinando os caracteres da
ultraestrutura da espermiogénese e dos espermatozdides com os 331 caracteres descritos e
apresentados por Britto (2003) em sua anélise filogenética da ordem Siluriformes. Embora
o estudo de Britto (2003) inclua espécies de todos os principais grupos de Siluriformes, na
matriz de dados combinados foram utilizadas apenas as espécies de Loricarioidea, de
familias consideradas mais préximas a Loricarioidea e de um representante da ordem
Characiformes. O critério para a escolha destas espécies teve por base a utilizagcdo, quando
possivel, da mesma espécie que foi utilizada na matriz de dados da ultraestrutura da
espermiogé€nese e dos espermatozdides; quando nido, utilizou-se uma espécie do mesmo
género. Como nao havia para a familia Loricariidae, espécie ou género que concordasse em

ambos os estudos, foram utilizados os dados morfoldgicos do género Neoplecostomus, por
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ser considerado o membro mais primitivo dentro desta familia. Para a ordem Characiformes
foi escolhida a unica espécie disponivel no trabalho, a qual, coincidentemente, faz parte da
mesma familia de Citharinus sp.. As espécies do estudo de Britto (2003) utilizadas,
portanto, foram: Diplomystes mesembrinus (Diplomystidae), Liobagrus reinii
(Amblycipitidae), Cetopsis coecutiens (Cetopsidae),  Nematogenys inermis
(Nematogenyidae), Trichomycterus striatus (Trichomycteridae), Corydoras difluviatilis
(Callichthyidae), = Neoplecostomus  microps  (Loricariidae) e o  caraciforme

Hemigramocharax machadoi (Citharinidae).

- Metodologia utilizada na analise filogenética

As matrizes de dados obtidas foram analisadas pelo método cladistico como
implementado pelo programa PAUP* (Phylogenetic Analysis Using Parsimony) versao
4.0b10 compativel com Microsoft Windows, seguindo as recomendacdes de Swofford e
colaboradores (1996, 2002), Nei e Kumar (2000) e Schneider (2003). O critério utilizado
nas andlises foi o de Mdaxima ParcimoOnia, empregando como estratégia na pesquisa das
arvores mais parcimoniosas, a busca heuristica. Para esta busca foram feitas 1000 réplicas.
Nestas réplicas o conjunto inicial de cladogramas foi obtido através do algoritmo “‘stepwise
addition”, com a escolha “as is” dos primeiros trés tdxons, presentes nas matrizes de dados,
que fizeram parte destas drvores iniciais. As arvores, assim obtidas, foram submetidas a um
rearranjo dos seus ramos através do algoritmo de “branch swapping” denominado “tree
bisection and reconection” (TBR). A otimiza¢do dos caracteres sobre os cladogramas
obtidos visando a estimativa dos comprimentos dos ramos, foi feita utilizando-se a op¢ao
ACCTRAN (acelarated transformation optimization), a qual maximiza as reversdoes em
detrimento das convergéncias. O método estatistico utilizado para testar o grau de
confiabilidade das arvores filogenéticas obtidas foi o teste do bootstrap, para o qual foram
feitas 1000 réplicas.

Virias andlises filogenéticas foram realizadas a fim de testar hipdteses de
relacionamentos entre os membros constituintes de Loricarioidea analisados até o

momento, bem como entre estes e os outros grupos de Siluriformes.
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Na maioria das andlises filogenéticas realizadas, os caracteres da ultraestrutura da
espermiogénese e dos espermatozdides foram tratados como ndo ordenados. Esta op¢do de
tratar os caracteres como ndo ordenados, assumindo que cada estado de carater pode ter
sido derivado diretamente de qualquer outro, teve por base considerar um nimero minimo
de transformacdes de caracteres na obtencdo das arvores mais parcimoniosas. Nestas
andlises, os grupos externos utilizados foram: D. mesembrinus, C. coecutiens, L.
mediadiposalis e Citharinus sp.. Entretanto, para uma das andlises os caracteres foram
tratados como ordenados.

Na andlise filogenética conduzida com a matriz de dados combinados, os caracteres
referentes a ultraestrutura dos espermatozdides foram tratados como ordenados. Os
caracteres osteoldgicos e de morfologia externa também foram tratados como ordenados de
acordo com Britto (2003). Os grupos externos utilizados nesta anélise foram Citharinus sp.
e H. machadoi. Com o objetivo de verificar se houve alteracdo no suporte dos ramos, na
topologia obtida nesta andlise foi calculado o indice de decaimento ou de Bremer
implementado pelo programa SEPAL (Strongest Evidence and Parsimony Analyser)
(Salisbury, 2001), para os dados combinados e apenas para os dados osteoldgicos e de

morfologia externa.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise ultraestrutural

A andlise ultraestrutural do material permitiu a descricdo das caracteristicas
ultraestruturais da espermiogénese e dos espermatozoides das espécies: Trichomycterus aff.
iheringi, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus,
Loricariichthys platymetopon e Cetopsis coecutiens. Para as espécies Nematogenys inermis
e T. reinhardti, somente a ultraestrutura dos espermatozdides foi descrita, uma vez que os
exemplares analisados encontravam-se maduros.

A descricdo das caracteristicas ultraestruturais referentes aos espermatozdides de M.
inermis, T. aff. iheringi e T. areolatus encontram-se apresentadas no trabalho intitulado:
“Comparative analysis of the ultrastructure of spermatozoa in Nematogenyidae and
Trichomycteridae (Teleostei, Siluriformes, Loricarioidea)”, que foi submetido ao Journal of

Fish Biology (Anexo 1). As outras descri¢des sdo apresentadas a seguir:

4.1.1. Familia Trichomycteridae, subfamilia Trichomycterinae

- Espermiogénese em Trichomycterus (Figuras 7 a 10)

A espermiogénese do género Trichomycterus foi definida com base na andlise das
espermatides das espécies: T. aff. iheringi, T. areolatus, T. sp. (Alambari) e T. sp.
(Jacutinga).

A espermiogénese em Trichomycterus ocorre no interior de cistos localizados no
compartimento germinativo. Nos cistos, as espermadtides iniciais encontram-se interligadas
por meio de pontes citoplasmadticas, as quais sdo resultantes de citocineses incompletas
durante as divisdes celulares (Fig. 7A). Nas espermatides iniciais, o complexo centriolar
situa-se lateralmente ao nicleo, com o centriolo distal ancorado na membrana plasmatica.
O desenvolvimento do flagelo ocorre, entdo, lateralmente ao nicleo a partir do centriolo
distal (Figs. 7B-E, 8A e B, 9A-C, 10A e B). Ao longo da espermiogénese, o nicleo sofre

uma rotagdo parcial em relacdo ao flagelo em 7. aff. iheringi, T. sp. (Jacutinga) e T. sp.
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(Alambari), o que resulta na permanéncia do flagelo na posicao lateral (Figs. 7A-E, 9A-C,
10A, B, E e F). Em T. areolatus a rotagdo nuclear é praticamente completa, determinando
uma posicao excéntrica do flagelo em relacdo ao nicleo (Figs. 8A-D). Com o inicio da
rotacao nuclear, observa-se a formacao da fossa nuclear, a qual assume uma posicao lateral
em relacdo ao nucleo em 7. aff. iheringi, T. sp. (Jacutinga) e 7. sp. (Alambari) (Figs. 7D,
9A e B, 10A e F) e em T. areolatus sua posicdo € excéntrica (Figs. 8C e D). Em T. aff.
iheringi, T. sp. (Jacutinga) e T. sp. (Alambari) somente o centriolo proximal encontra-se
inserido na fossa nuclear (Figs. 7B, 9B e 10D) e em T. areolatus o complexo centriolar estd
totalmente inserido (Fig. 8D). O processo de condensacdo da cromatina ocorre de maneira
homogénea e inicia-se da base do nicleo até a sua regido apical; permanecendo, com o
evolver do processo, com algumas areas elétron-licidas (Fig. 7D, 8B e C, 9C, 10E e F). O
complexo centriolar movimenta-se em direcao ao niucleo, o que determina a formagao do
canal citoplasmatico. No complexo centriolar, o centriolo proximal € anterior e em angulo
obtuso com o distal em 7. aff. iheringi (Fig. 7B) e € lateral e em angulo obtuso com o distal
em 7. areolatus, T. sp. (Jacutinga) e T. sp. (Alambari) (Figs. 8D, 9B, 10D). A massa
citoplasmatica migra em dire¢do ao segmento inicial do flagelo, formando a futura peca
intermedidria. Nesta observam-se mitocondrias alongadas e também € notdria a formacao
de vesiculas (Figs. 7F e G, 8E, 9D e E, 10C, E e F), que j& se mostram conectadas
formando um compartimento membranoso em 7. aff. iheringi (Fig. 7G). Na peca
intermedidria também s3o encontrados pontos elétron-densos, que possivelmente
correspondam a granulos de glicogénio (Figs. 7A, 8E, 9E, 10E). O flagelo exibe o axonema
classico de nove duplas de microtibulos periféricos e um par central. Observa-se nos
flagelos de todas as espécies de Trichomycterus a formagdo de projecOes laterais e em 7.
sp. (Alambari), também é observada a formacdo do compartimento membranoso (Figs. 7F

inset, 8F e G, 9F, 10G-H).

- Espermatozéide de Trichomycterus reinhardti (Figura 11)
O espermatozéide T. reinhardti apresenta cabeca ovoide, peca intermedidria
assimétrica e um unico flagelo lateral ao nicleo (Fig. 11A). Nao ha vesicula acrossomal. O

nicleo de formato ovéide no sentido horizontal possui comprimento curto (1,76um) e
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largura média (1,46pum). A cromatina apresenta-se heterogeneamente compactada na forma
de filamentos finos justapostos, sendo entremeada por poucas dreas elétron-lticidas. A area
citoplasmatica ao redor do nucleo € estreita e nela ndo sao encontradas organelas (Figs. 11B
e C). A fossa nuclear € rasa (0,35um), estreita (0,23um), com formato em arco unico e,
posiciona-se lateralmente ao niicleo (Figs. 11D e E). A peca intermediaria é média em
comprimento (1,47um) e em largura (0,88um). Nas regides apical, medial e basal da peca
intermedidria sdo observadas poucas mitocondrias de formato irregular (Fig. 11F). Nestas
regides as mitocondrias distribuem-se aleatoriamente (Figs. 11F e G). As mitocOndrias
encontram-se separadas da regido inicial do flagelo pelo canal citoplasmatico (Figs. 11H-J).
Nao ocorrem vesiculas na peca intermedidria. O canal citoplasmatico possui comprimento
médio (1,05um) e € estreito (0,31um). O arranjo do complexo centriolar se dd com o
centriolo proximal lateral e em angulo reto com distal. Somente o centriolo proximal
encontra-se inserido na fossa nuclear (Figs. 11D e E). O centriolo distal transforma-se em
corpusculo basal e desenvolve um flagelo com o axonema classico (942). O flagelo
apresenta duas projecdes laterais de comprimento médio (0,28um). Nao ocorre

compartimento membranoso no flagelo (Figs. 11K e L).

- Espermatozéide de Trichomycterus sp. (Jacutinga) (Figura 12)

O espermatozdide 7. sp. apresenta cabeca ovdide, peca intermedidria assimétrica e
um unico flagelo lateral ao nicleo (Fig. 12A). Nao ha vesicula acrossomal. O nicleo de
formato arredondado possui comprimento curto (1,67um) e largura média (1,64um). A
cromatina apresenta-se altamente compactada de maneira homogénea, sendo entremeada
por areas elétron-licidas (Figs. 12A-D). A érea citoplasmatica ao redor do nticleo € ampla
no dpice do nicleo e estreita na lateral, ndo sendo observadas organelas (Figs. 12A e B). A
fossa nuclear € rasa (0,30um), apresentando largura média (0,43um) e formato em arco
unico. Sua posi¢do € lateral em relacdo ao nucleo (Figs. 12B e E). A peca intermedidria é
média em comprimento (1,34um) e em largura (1,59um). Nas regides apical, medial e
basal da peca intermedidria sdo observadas poucas mitocOndrias de formato alongado. e
distribui¢ao aleatoéria (Figs. 12F, G e I). As mitocondrias encontram-se separadas da regiao

inicial do flagelo pelo canal citoplasmético (Figs. 12J-L). Uma quantidade moderada de
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vesiculas € encontrada nas regides apical, medial e basal da peca intermedidria, podendo
estar isoladas ou interconectadas umas as outras formando um compartimento
membranoso. A distribui¢do das vesiculas nessas regides € aleatéria (Figs. 12G-L). Na area
citoplasmatica apical ao nuicleo e também da periferia da peca intermedidria sao
obsservados microtibulos (Figs. 12D e H). O canal citoplasmético possui comprimento
(1,17um) e largura (0,41um) médios. O arranjo do complexo centriolar se dd com o
centriolo proximal lateral e em angulo obtuso ao distal. Somente o centriolo proximal
encontra-se inserido na fossa nuclear (Figs. 12E e F). O centriolo distal transforma-se em
corpusculo basal e desenvolve um flagelo com o axonema classico (9+2). O flagelo
apresenta projecoes laterais em nimero varidvel e de comprimento, em geral, médio

(0,33um), além de apresentar ompartimento membranoso (Fig. 12M).

- Espermatozéide de Trichomycterus sp. (Alambari) (Figura 13)

O espermatozdide T. sp. apresenta cabeca esférica, peca intermedidria assimétrica e
um unico flagelo lateral ao nicleo (Fig. 13A e B). Nao ha vesicula acrossomal. O nicleo de
formato arredondado possui comprimento curto (1,73um) e largura média (1,70um). A
cromatina apresenta-se altamente compactada de maneira homogénea, sendo entremeada
por dreas elétron-licidas. A drea citoplasmatica ao redor do nucleo € estreita, ndo sendo
observadas organelas (Figs. 13B-D). A fossa nuclear € rasa (0,38um), apresentando largura
média (0,47um) e formato em arco unico. Sua posi¢ao € lateral em relagao ao nicleo (Figs.
13B e E). A peca intermedidria € média em comprimento (1,60um) e em largura (1,63um).
Nas regides apical, medial e basal da peca intermedidria sdo observadas poucas
mitocOndrias de formato alongado. Nestas regides as mitocOndrias distribuem-se
aleatoriamente (Figs. 13F e G). As mitocondrias encontram-se separadas da regido inicial
do flagelo pelo canal citoplasmético (Figs. 13G, H e K). Uma quantidade moderada de
vesiculas € encontrada nas regides apical, medial e basal da peca intermedidria, podendo
estar isoladas ou interconectadas umas as outras formando um compartimento
membranoso. A distribuicao das vesiculas nessas regides € aleatdria (Figs. 13G-J). O canal
citoplasmatico possui comprimento (1,47um) e largura (0,38um) médios. O arranjo do

complexo centriolar se dd com o centriolo proximal lateral e em &ngulo obtuso ao distal.
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Somente o centriolo proximal encontra-se inserido na fossa nuclear (Fig. 13E). O centriolo
distal transforma-se em corpusculo basal e desenvolve um flagelo com o0 axonema cldssico
(942). O flagelo apresenta projecdes laterais em nimero varidvel e de comprimento, em

geral, médio (0,36um), além de apresentar compartimento membranoso (Figs. 13L-N).

4.1.2. Familia Callichthyidae, subfamilia Corydoradinae

- Espermiogénese de Corydoras flaveolus (Figura 14)

As espermdtides nesta espécie sao encontradas na luz do compartimento
germinativo juntamente com os espermatozoéides, sugerindo que a espermiogénese € semi-
cistica (Fig. 14A). No inicio deste processo, as espermatides, fora dos cistos, mantém-se
conectadas a superficie apical das células de Sertoli, perifericamente distribuidas em
relacdo ao espaco luminal (Figs. 14A-C). A medida que a espermiogénese progride esta
conexdo ¢é perdida e as espermdtides mais diferenciadas avancam para o centro do
compartimento luminal. Nas espermadtides iniciais, o complexo centriolar situa-se
lateralmente ao nicleo, com o centriolo distal ancorado na membrana plasmatica. O
desenvolvimento flagelar, a partir do centriolo distal, ocorre, portanto, lateralmente ao
nucleo (Figs. 14C e D). Ao longo da espermiogénese, nao ocorre rotacio nuclear e o flagelo
assume um posicionamento excéntrico em relacao ao nucleo (Fig. 14C). A fossa nuclear se
forma e sua posi¢do é excéntrica. O complexo centriolar situa-se totalmente fora da fossa
nuclear (Fig. 14D). No complexo centriolar, o centriolo proximal € anterior e coaxial em
relacdo ao distal e entre os centriolos observa-se um bastdo elétron-denso em posi¢ao
transversal aos eixos dos centriolos. Em dire¢do a esta estrutura convergem elementos do
citoesqueleto oriundos de ambos os centriolos (Fig. 14D inset). O complexo centriolar ndao
se movimenta, permanecendo preso a membrana plasmatica (Fig. 14E). O processo de
condensac¢do da cromatina ocorre de maneira homogénea. Embora ndo ocorra o movimento
do complexo centriolar, verifica-se a formacao do canal citoplasmatico (Fig. 14F). A massa
citoplasmatica migra em dire¢do ao segmento inicial do flagelo, formando a futura peca
intermedidria, a qual apresenta mitocondrias alongadas e vesiculas. E possivel que a

formacao do canal citoplasmatico ocorra devido a esta proje¢ao da massa citoplasmatica da
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espermadtide tardia em direcdo a regido inicial do flagelo e também da interconexdo de
vesiculas nesta mesma regido (Figs. 14E e F). Observa-se também a formacdo, no
citoplasma das espermadtides, de uma estrutura esférica com periferia elétron-densa (Fig.

14G). O flagelo apresenta o axonema cldssico (9+2) (Fig. 14D inset).

- Espermatozéide de Corydoras flaveolus (Figura 15)

O espermatozéide de C. flaveolus apresenta cabega arredondada, peca intermedidria
assimétrica e um unico flagelo excéntrico ao nudcleo (Fig. 15A). Nao ha vesicula
acrossomal. O nucleo de formato arredondado possui comprimento curto (1,88um) e
largura média (2,05um). A cromatina apresenta-se altamente compactada de maneira
homogénea e entremeada por dreas elétron-licidas. A drea citoplasmatica ao redor do
nucleo € estreita e nela ndo sd@o encontradas organelas (Figs. 15A-C). A fossa nuclear é
muito rasa (0,07um), apresentando largura média (0,35um) e formato em arco unico. Sua
posicdo é excéntrica em relacdo ao nucleo (Fig. 15D). A peca intermedidria é média tanto
em comprimento (1,41um) quanto em largura (2,05um). Nas regides apical, medial e basal
da peca intermedidria € observada uma grande quantidade de mitocondrias alongadas e
ramificadas. Essas mitocOndrias preenchem totalmente as regides apical e medial da peca
intermedidria e parcialmente a regido basal (Figs. 15E-H). Poucas vesiculas, ndo
conectadas, sdo encontradas na regido basal da peca intermedidria, concentradas proximas
ao flagelo. As vesiculas preenchem totalmente a regido onde elas se localizam (Figs. 15E-
G). As mitocondrias encontram-se separadas da regido inicial do flagelo pelo canal
citoplasmatico e também pelas vesiculas (Figs. 151 e J). O canal citoplasmatico € curto
(0,35um) e de largura média (0,36um) (Figs. 15A, D e F). Como nas espermétides, também
¢ observada, na peca intermedidria do espermatozoide, a estrutura esférica com a periferia
elétron-densa (Figs. 15F e G). O complexo centriolar encontra-se totalmente fora da fossa
nuclear e o arranjo entre os centriolos se dd com o centriolo proximal anterior e coaxial ao
distal. Entre os centriolos proximal e distal € encontrado o mesmo bastdo elétron-denso ja
verificado nas espermadtides (Fig. 15D). O centriolo distal transforma-se em corpuisculo

basal e desenvolve um flagelo com o axonema cléssico (9+2). Ao longo do flagelo observa-

43



se um compartimento membranoso. Nao ocorrem projecdes laterais no flagelo (Figs. 15K-

N).

4.1.3. Familia Loricariidae, subfamilia Loricariinae

- Espermiogénese de Loricariichthys platymetopon (Figura 16)

A espermiogénese em L. platymetopon ocorre no interior de cistos localizados no
compartimento germinativo. Nos cistos, as espermatides iniciais encontram-se interligadas
por pontes citoplasmdticas, resultantes de citocineses incompletas durante as divisoes
celulares (Fig. 16A). Nestas espermatides, o complexo centriolar situa-se medialmente ao
nicleo, com o centriolo distal ancorado na membrana plasmdtica. O desenvolvimento
flagelar, a partir do centriolo distal, ocorre, portanto, medialmente ao nucleo (Figs. 16B).
Ao longo da espermiogénese, ndo ocorre rotacdao nuclear e o flagelo permanece com um
posicionamento medial em relagdo ao nuicleo. Nao se forma a fossa nuclear (Figs. 16C-E).
O complexo centriolar situa-se préximo ao nucleo. No complexo centriolar, o centriolo
proximal € anterior e perpendicular em relacdo ao distal (Figs.16B, D e E). O complexo
centriolar ndo se movimenta, permanecendo preso a membrana plasmética. O processo de
condensacdo da cromatina ocorre de maneira homogénea (Figs. 16 D e E). Embora nao
ocorra o movimento do complexo centriolar, verifica-se a formacdo do canal citoplasmético
(Figs. 16E e F). A massa citoplasmatica migra em direcdo ao segmento inicial do flagelo,
formando a futura pec¢a intermedidria, a qual apresenta mitocondrias alongadas e vesiculas
(Figs. 16 D-F). E possivel que a formacio do canal citoplasmético ocorra devido a esta
projecdo da massa citoplasmatica da espermdtide tardia em direcdo a regido inicial do
flagelo e também da interconexdo de vesiculas nesta mesma regido. O flagelo apresenta o

axonema classico de (9+2) (Fig. 16F inset).

- Espermatozéide de Loricariichthys platymetopon (Figura 17)
O espermatozéide de L. platymetopon apresenta cabeca arredondada, peca
intermedidria assimétrica e um unico flagelo excéntrico ao nicleo (Fig. 17A). Nao ha

vesicula acrossomal. O nucleo de formato arredondado possui comprimento curto (1,92um)
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e largura média (2,02um). A cromatina apresenta-se altamente compactada de maneira
homogénea, sendo entremeada por dreas elétron-licidas. A area citoplasmatica ao redor do
nucleo € estreita e nela ndo sdo observadas organelas (Figs. 17B-D). Nao ha fossa nuclear
(Figs. 17D e E). A peca intermedidria € média tanto em comprimento (1,06um) quanto em
largura (2,02um). Nas regides apical, medial e basal da peca intermedidria sdo observadas
muitas mitocondrias alongadas. Essas mitocOndrias preenchem totalmente a regido apical e
parcialmente a regido medial da peca intermedidria, a excecdo da drea préxima ao
complexo centriolar. J4 a regido basal da peca intermedidria mostra poucas mitocondrias
(Figs. 17F-J). As mitocondrias encontram-se separadas da regifo inicial do flagelo pelo
canal citoplasmdtico (Figs. 17M-0O). Uma quantidade moderada de vesiculas, ndo
conectadas, € encontrada nas regides medial e basal da peca intermedidria, sendo
concentrada na basal (Figs. 17K-O). As vesiculas encontram-se preenchendo parcialmente
a regido medial da peca intermedidria e totalmente a regido basal. O canal citoplasmético é
curto (0,25um) e de largura média (0,41um) (Figs. 17A, D e E). O complexo centriolar
situa-se préximo ao nucleo e o arranjo entre os centriolos se dd com o centriolo proximal
anterior e lateral, em angulo reto, ao distal (Fig. 17E). Este ultimo transforma-se em
corpusculo basal e desenvolve um flagelo com o axonema cldssico (9+2). Ndo ocorrem

projecdes laterais € nem compartimento membranoso nos flagelos (Figs. 170 inset e P).

4.1.4. Familia Cetopsidae, subfamilia Cetopsinae

- Espermiogénese em Cetopsis coecutiens (Figura 18)

As espermitides de C. coecutiens sdo encontradas na luz do compartimento
germinativo juntamente com os espermatozdides, sugerindo que a espermiogénese € semi-
cistica (Figs. 18A e C). As espermaétides iniciais encontram-se agrupadas nas proximidades
dos cistos de espermdtocitos (Fig. 18B). Ao longo da espermiogénese estas espermdtides se
direcionam para a regido central da luz do compartimento germinativo, misturando-se,
entdo, com os espermatozdides. Nas espermdtides iniciais, os centriolos situam-se
mediamente ao nucleo e encontram-se ancorados na membrana plasmatica. O

desenvolvimento dos flagelos, a partir dos dois centriolos, ocorre, portanto, medialmente ao
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ntcleo (Figs. 18D e E). Durante a espermiogénese, ndo ocorre rotacdo nuclear e os flagelos
permanecem com um posicionamento medial em relacdo ao niicleo. A fossa nuclear se
forma e sua posicao € medial (Figs. 18D, E, G e H). Os centriolos encontram-se totalmente
inseridos na fossa nuclear (Fig. 18H). No inicio da espermiogénese os centriolos assumem
uma posic¢ao obliqua um em relacdo ao outro, mas com o decorrer do processo os centriolos
sofrem uma acomodacdo e passam a adotar uma posicdo lateral e paralela (Figs. 18 D e E).
Os centriolos ndo se movimentam, permanecendo presos a membrana plasmética. O
processo de condensacdo da cromatina ocorre de maneira heterogénea e inicia-se da base
do nicleo até a sua regido apical (Figs. 18G e G inset). Embora nao ocorra o0 movimento
dos centriolos em dire¢do ao nucleo, verifica-se a formacdo do canal citoplasmatico. A
massa citoplasmatica migra em dire¢do ao segmento inicial do flagelo, formando a futura
peca intermedidria, a qual apresenta mitocondrias alongadas e vesiculas (Figs. 18F-H). E
possivel que a formacdo do canal citoplasmético ocorra devido a esta projecdo da massa
citoplasmatica da espermatide tardia em direcdo a regido inicial do flagelo e também da
interconexao de vesiculas nesta mesma regido. Os flagelos apresentam o axonema classico

(9+2) (Figs. 18G e H).

- Espermatozéide de Cetopsis coecutiens (Figura 19)

Os espermatozdides de C. coecutiens podem ser encontrados na luz do
compartimento germinativo, isolados ou em grupos de nimero variado. Os pontos de
interacdo entre as membranas dos espermatozdides, em geral, mostram-se mais elétron-
densos (Figs. 19A-E). Os espermatozodides desta espécie apresentam cabeca semi-ovoide,
peca intermedidria simétrica e dois flagelos mediais ao nucleo (Figs. 19A, E e F). Nao ha
vesicula acrossomal. O nicleo de formato semi-ovéide possui comprimento curto (1,29um)
e largura média (1,41um). A cromatina apresenta-se compactada heterogeneamente na
forma de filamentos finos justapostos, sendo entremeada por poucas dreas elétron-licidas
(Figs. 19B, D e E). A area citoplasmdtica ao redor do ntcleo € estreita e nela ndo sdo
encontradas organelas (Figs. 19A, B e D). A fossa nuclear possui profundidade moderada
(0,58um), largura média (0,47um), formato em arco unico e, posiciona-se medialmente ao

nucleo (Figs. 19E e F). A peca intermedidria € curta em comprimento (0,47um) e média em
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largura (1,67um). Nas regides apical e medial da peca intermedidria sdo observadas poucas
mitocOndrias arredondadas. Nessas regides as mitocOndrias distribuem-se perifericamente
(Figs. 19E-H). Muitas vesiculas sdo encontradas nas regides apical, medial e basal da peca
intermedidria, estando concentradas principalmente na regido basal; estando
interconectadas umas as outras formando um compartimento membranoso. Essas vesiculas
preenchem totalmente todas as regides onde elas ocorrem (Figs. 19E-J). As mitocondrias
encontram-se separadas da regido inicial do flagelo pelo canal citoplasmético e também
pelas vesiculas (Figs. 191 e J). O canal citoplasmético € curto (0,41um) e possui largura
média (0,47um). Os centriolos sdo laterais e paralelos e, encontram-se totalmente inseridos
na fossa nuclear (Figs. 19F e G). Ambos transformam-se em corpusculos basais e
desenvolvem cada um, um flagelo com o axonema cléssico (9+2). Ao longo de toda a
cauda os axonemas encontram-se individualizados, nao compartilhando, portanto, a mesma

membrana. Nao ocorrem projegdes laterais € nem compartimento membranoso nos flagelos

(Figs. 19K e L).
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FIGURA 7: Espermiogénese de Trichomycterus aff. iheringi

Fig. A: Cisto de espermatides. 7.750X, Figs. B e C: Espermatides evidenciando a insercao
lateral do flagelo (seccdes longitudinais). 9.750X, 9.750X, Fig. D: Espermétide com nicleo
com a cromatina em compactacdo (seccao longitudinal). 17.000X, Fig. E: Espermatide em
etapa final da espermiogénese. 11.700X, Fig. F: Regiao da peca intermedidria, exibindo
mitocOndriass, vesiculas e granulos de glicogénio (seccdo transversal). 13.250X, Fig. F
inset: Flagelo detalhando o axonema clédssico (9+2) e a formagdo de projecdes laterais
(seccdo transversal). 42.000X, Fig. G: Detalhe da fossa nuclear e da interconexdo de

vesiculas na peca intermedidria. 23.000X.

ABREVIATURAS

B: corpusculo basal, CM: compartimento membranoso, E: areas elétron-lucidas,
F: flagelo, N: nucleo, P: centriolo proximal, S: célula de Sertoli, V: vesicula, *:
prolongamentos da célula de Sertoli, =: ponte citoplasmatica, ®: granulos de

glicogénio, ¥: mitocbndrias, #: canal citoplasmatico, »: projecdes laterais.
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FIGURA 8: Espermiogénese de Trichomycterus areolatus

Fig. A: Espermdtide evidenciando a inser¢do lateral do flagelo (seccdo longitudinal).
13.250X, Figs. A a C: Rotacdo nuclear e a formacdo do canal citoplasmético (secc¢des
longitudinais). 13.250X, 17.000X, 17.000X, Fig. D: Detalhe da fossa nuclear e do
complexo centriolar (sec¢ao longitudinal). 17.000X, Fig. E: Regido da peca intermediéria,
exibindo mitocondriass, vesiculas e granulos de glicogénio (seccdo transversal). 17.000X,
Fig. F: Flagelo em sec¢do longitudinal. 15.300X, Fig. G: Flagelo em sec¢do transversal

detalhando o axonema classico (9+2) e a formacao das proje¢des laterais. 11.925X.

ABREVIATURAS

D: centriolo distal, F: flagelo, N: nucleo, P: centriolo proximal, V: vesicula, =:
granulos de glicogénio, %: mitocbndrias, ®: canal citoplasmatico, »: projecoes
laterais.
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FIGURA 9: Espermiogénese de Trichomycterus sp. (Jacutinga)

Fig. A: Espermdtide evidenciando a inser¢do lateral do flagelo (seccdo longitudinal).
13.600X, Figs. B e C: Rotacdo nuclear e a formacdo do canal citoplasmético (secc¢des
longitudinais). 17.000X, 18.400X, Figs. D e E: Regido da peca intermedidria, exibindo
mitocOndriass, vesiculas e granulos de glicogénio (seccdes transversais). 17.000X,
17.000X, Fig. F: Flagelo em seccdo transversal apresentando o axonema classico (9+2) e a

formacdo das projecoes laterais. 27.600X.

FIGURA 10: Espermiogénese de Trichomycterus sp. (Alambari)

Figs. A e B: Espermadtides com inser¢ao lateral do flagelo (sec¢des longitudinais). 13.250X,
17.000X, Fig. C: Detalhe das mitocondriass e vesiculas. 17.000X, Fig. D: Posicdo do
complexo centriolar na fossa nuclear. 13.250X, Figs. E e F: Espermatides mostrando o
padrao homogéneo de compactagdo da cromatina. 17.000X, 17.000X. Figs. G e H:
Flagelos em seccdes transversais detalhando o axonema cldssico (9+2) e a formacdo das

proje¢des laterais e do compartimento membranoso. 17.000X, 37.400X.

ABREVIATURAS

D: centriolo distal, E: areas elétron-lucidas, F: flagelo, N: nucleo, P: centriolo
proximal, V: vesicula, ®: granulos de glicogénio, %: mitocbndrias, #: canal
citoplasmatico, »: projecdes laterais, [>: compartimento membranoso.
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FIGURA 11: Espermatozéide de Trichomycterus reinhardti

Fig. A: Espermatozéide evidenciando a posicdo lateral do flagelo (sec¢do longitudinal).
25.200X, Figs. B e C: Seccdes transversais da regido da cabeca. 17.000X, 15.180X, Figs.
D e E: Detalhe da fossa nuclear e da posicao do complexo centriolar. 42.000X, 57.500X,
Fig. F: Assimetria da peca intermediaria (sec¢ao longitudinal). 23.800X, Fig. G: Detalhe
das mitocOndriass na regido basolateral ao nucleo. 23.000X, Figs. H a J: Canal
citoplasmatico em diferentes regides da peca intermedidria. 23.000X, 40.250X, 42.000X,
Figs. K e L: Flagelos com o axonema cldssico (9+2) e projecdes laterais. 31.500X (sec¢ao

longitudinal), 42.000X (secg¢ao transversal).

ABREVIATURAS

B: corpusculo basal, C: complexo centriolar, D: centriolo distal, E: areas elétron-
lucidas, F: flagelo, N: nucleo, P: centriolo proximal, %: mitocondrias, #: canal
citoplasmatico, »: projecdes laterais.

54






FIGURA 12: Espermatozéide de Trichomycterus sp. (Jacutinga)

Figs. A e B: Espermatozéides em sec¢do longitudinal. 23.000X, 18.400X, Fig. C: Seccdo
transversal da regido da cabeca. 13.800X, Figs. D e E: Detalhe da fossa nuclear e da
posicdo do complexo centriolar. 18.400X, 17.000X, Fig. F: Assimetria da peca
intermedidria (sec¢ao longitudinal). 23.000X, Figs. G a J: Detalhe das mitocondriass,
vesiculas e microtibulos presentes na peca intermedidria. 23.000X, 31.500X, 18.400X,
18.400X, Fig. K: Peca intermedidria evidenciando o compartimento membranoso.
22.050X, Fig. L: Peca intermedidria evidenciando as vesiculas e o canal citoplasmaético.
16.100X, Fig. M: Flagelo constituido pelo axonema cldssico (9+2) e mostrando as
projecoes laterais e o compartimento membranoso. 23.000X (sec¢Oes longitudinal e

transversal).

ABREVIATURAS

B: corpusculo basal, D: centriolo distal, E: areas elétron-licidas, F: flagelo, CM:
compartimento membranoso, N: nucleo, P: centriolo proximal, V: vesicula, %:
mitocondrias, ¢: microtibulos, #: canal citoplasmatico, »: projecdes laterais, [

compartimento membranoso.
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FIGURA 13: Espermatozéide de Trichomycterus sp. (Alambari)

Figs. A e B: Espermatozéides em secc¢des longitudinais. 23.000X, 17.000X, Fig. C: Seccio
transversal da regido da cabega. 18.400X, Figs. D e E: Detalhe do canal citoplasmatico e da
posicdo do complexo centriolar na fossa nuclear. 17.000X, 31.500X, Fig. F: Assimetria da
peca intermedidria (sec¢do longitudinal). 31.500X, Figs. G a K: Seccdes em diferentes
alturas da peca intermedidria mostrando mitocOndriass, vesiculas, compartimento
membranoso e canal citoplasmatico. 18.400X, 18.400X, 31.500X, 25.200X, 23.800X, Figs.
L a N: Flagelo constituido pelo axonema classico (9+2) e mostrando as projecdes laterais e

o compartimento membranoso. 31.500X, 31.500X, 31.500X (seccdes transversais).

ABREVIATURAS

B: corpusculo basal, D: centriolo distal, E: areas elétron-lucidas, F: flagelo, CM:
compartimento membranoso, N: nucleo, P: centriolo proximal, V: vesicula, %:
mitocondrias, #: canal citoplasmatico, »: projecoes laterais, >: compartimento

membranoso.
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FIGURA 14: Espermiogénese de Corydoras flaveolus

Fig. A: Espermdtides junto com os espermatozéides na luz do compartimento germinativo.
3.250X, Fig. B: Conexao entre a espermdtide jovem e a célula de Sertoli. 4.875X, Fig. C:
Espermatide evidenciando a inser¢ao lateral do flagelo (seccao longitudinal). 5.750X, Fig.
D: Detalhe da fossa nuclear e da posi¢ao do complexo centriolar. 13.250X Fig. D — inset
(I): Complexo centriolar exibindo o bastdo elétron-denso entre os centriolos proximal e
distal. 17.000X, Fig. D — inset (II): Flagelo em seccdo transversal mostrando o axonema
classico (9+2). 23.850X, Figs. E e F: Regido da peca intermedidria, exibindo
mitocOndriass, vesiculas e a formacdo do canal citoplasmatico. 9.750X, 9750X, Fig. G:
Formacao, no citoplasma da peca intermedidria, da estrutura esférica de periferia elétron-

densa. 7.750X.

ABREVIATURAS

C: complexo centriolar, D: centriolo distal, LU: luz, N: nucleo, P: centriolo
proximal, S: célula de Sertoli, V: vesicula, Z: espermatozoide, ->: bastao elétron-
denso, ¥: mitocéndrias, ®: canal citoplasmatico, » »: conexao entre a célula de

Sertoli e a espermatide, <: esfera de periferia elétron-densa.
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FIGURA 15: Espermatozéide de Corydoras flaveolus

Fig. A: Espermatozéide em secc¢do longitudinal. 17.000X, Figs. B e C: Seccgoes
transversais da regido da cabeca. 15.750X, 15.750X, Fig. D: Detalhe da fossa nuclear e do
complexo centriolar. 28.350X, Figs. E a H: Seccdes da peca intermedidria mostrando
mitocOndriass, vesiculas e a estrutura de periferia elétron-densa. 23.000X, 23.000X,
42.000X, 23.000X, Figs. I e J: Detalhe do canal citoplasmatico e das vesiculas ao redor do
flagelo. 18.900X, 25.200X, Figs. K a N: Flagelos constituidos pelo axonema classico (9+2)
e mostrando o compartimento membranoso. 25.300X, 31.500X, 42.000X, 31.500X.

ABREVIATURAS

B: corpusculo basal, D: centriolo distal, E: areas elétron-lucidas, F: flagelo, N:
nacleo, P: centriolo proximal, V: vesicula, ->: bastdo elétron-denso, ¥:
mitocdndrias, #: canal citoplasmatico, [>: compartimento membranoso, <: esfera
de periferia elétron-densa.
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FIGURA 16: Espermiogénese de Loricariichthys platymetopon

Fig. A: Cisto de espermatides. 4.350X, Figs. B e C: Espermadtides evidenciando a inser¢ao
medial do flagelo (sec¢Oes longitudinais) e o complexo centriolar. 17.000X, 7.750X, Figs.
D e E: Peca intermedidria com mitocondriass e vesiculas mostrando a formacdo do canal
citoplasmatico. 9.750X, 11.925X, Fig. F: Detalhe das mitocondriass, vesiculas e canal

citoplasmaético. 23.000X, Fig. F — inset: Axonema classico (9+2). 29.150X.

ABREVIATURAS

B: corpusculo basal, C: complexo centriolar, D: centriolo distal, F: flagelo, N:
nucleo, P: centriolo proximal, S: célula de Sertoli, V: vesicula, %: prolongamentos
da célula de Sertoli, =: ponte citoplasmatica, ¥: mitocbndrias, +: canal
citoplasmatico.
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FIGURA 17: Espermatozéide de Loricariichthys platymetopon

Fig. A: Espermatozéide em seccdo longitudinal. 19.780X, Fig. B: Seccao
transversal da regidao da cabeca. 18.400X, Figs. C e D: Espermatozoides
evidenciando a regido da peca intermediaria. 15.300X, 13.250X, Fig. E: Detalhe
do complexo centriolar. 22.100X, Figs. F a J: Peca intermediaria mostrando
mitocéndriass e vesiculas. 20.700X, 23.000X, 31.500X, 9.520X, 20.400X, Figs. K
a O: Seccoes transversais em diferentes alturas da regido da peca intermediaria,
mostrando mitocondriass, vesiculas e canal citoplasmatico. 11.900X, 28.350X,
6.625X, 17.000X, 17.000X, Fig. O — inset: Axonema classico (9+2). 34.000X, Fig.
P: Flagelo em seccao longitudinal. 37.800X.

ABREVIATURAS
B: corpusculo basal, E: areas elétron-lucidas, F: flagelo, N: nucleo, P: centriolo

proximal, V: vesicula, %: mitocdndrias, ®: canal citoplasmatico.
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FIGURA 18: Espermiogénese de Cetopsis coecutiens

Fig. A: Grupo de espermdtides préximo dos cistos de espermatdcitos. 3.306X, Fig. B:
Detalhe da proximidade entre as espermatides e os cistos de espermatdcitos. 5.425X, Fig.
C: Espermatides junto com os espermatozdides na luz do compartimento germinativo.
9.275X, Figs. D e E: Detalhe da posicao dos centriolos. 13.600X, 17.000X, Fig. F: Peca
intermediaria exibindo mitocondriass e vesiculas. 13.600X, Figs. G e G — inset: Processo
heterogéneo de compactacdo da cromatina. 13.600X, 10.600X, Fig. H: Espermatide final.
18.400X.

ABREVIATURAS

B: corpusculo basal, CE: centriolos, Cl: cisto de espermatécitos, E: areas elétron-
lucidas, ES: grupo de espermatides, F: flagelo, G: cisto de espermatogbnias, N:
nucleo, S: célula de Sertoli, V: vesicula, Z: espermatozéide, %: mitocondrias, +:
canal citoplasmatico.
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FIGURA 19: Espermatozéide de Cetopsis coecutiens

Fig. A: Espermatozdide em sec¢do longitudinal. 17.000X, Figs. B a E: Associagdes entre
os espermatozdides. 18.400X, 31.500X, 20.700X, 18.400X, Fig. F: Detalhe da fossa
nuclear e dos centriolos. 22.050X, Figs G a J: Detalhe das mitocOndriass, das vesiculas e
do canal citoplasmatico. 16.100X, 31.500X, 20.400X, 20.400X, Figs: K e L: Flagelos com

0 axonema classico (9+2). 31.500X, 37.800X.

ABREVIATURAS

A: axonema, B: corpusculo basal, E: dreas elétron-ltcidas, F: flagelo, N: nucleo,
V: vesicula, M: mitocbndrias, ®: ponto de interagdo entre espermatozoides

adjacentes, »: canal citoplasmatico.
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4.2. Analise filogenética

4.2.1. Lista de caracteres

Estd apresentada a seguir a lista de 58 caracteres obtida com base na andlise da
ultraestrutura da espermiogénese e do espermatozdéide de diferentes espécies de
Siluriformes. Essa lista mostra, portanto, uma relacdo de caracteres e seus respectivos
estados, que ocorrem na ordem Siluriformes. Os caracteres apresentados encontram-se
ordenados e para cada estado de cardter € fornecida uma relagdo dos tdxons terminais, 23
espécies da ordem Siluriformes e uma da ordem Characiformes, com as respectivas
condi¢des. O ordenamento dos caracteres teve por base a ordem de seu aparecimento nos
grupos reconhecidamente mais primitivos.

Para alguns caracteres € apresentado um enunciado com a defini¢do do carater. Os
caracteres de 1 a 10 referem-se as caracteristicas ultraestruturais observadas nas
espermadtides durante o processo de espermiogénese. Os demais caracteres correspondem as
caracteristicas ultraestruturais dos espermatozdides.

Com relacdo as espécies Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. sp.
(Jacutinga), T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Cetopsis
coecutiens, Diplomystes mesembrinus, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum
e Sorubim lima, além dos seus respectivos estados referentes aos caracteres da
ultraestrutura dos seus espermatozéides, sdo apresentados também os estados de cada
carater referente ao processo de espermiogénese, uma vez que para estas espécies hd dados
sobre a ultraestrutura da espermiogénese. Os dados disponiveis sobre as outras espécies,
Nematogenys inermis, T. reinhardti, Liobagrus mediadiposalis, Clarias gariepinus, Silurus
microdorsalis, Silurus asotus, Ictalurus punctatus, Trachelyopterus lucenai, Theringichthys
labrosus, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocasssis ussuriensis € Rhamdia quelen, referem-se a
ultraestrutura dos espermatozdides. Assim, para estas espécies sdo apresentados os
respectivos estados apenas para os caracteres referentes a ultraestrutura dos
espermatozdides.

Para Citharinus sp. também estd apresentada somente as condi¢des para os

caracteres da ultraestrutura do seu espermatozoide.
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1. POSICAO DO DESENVOLVIMENTO DO FLAGELO EM RELACAO AO
NUCLEO
Nas espermaétides iniciais, o inicio do desenvolvimento flagelar pode ser:

(0) medial ao nicleo
Cetopsis  coecutiens,  Loricariichthys  platymetopon,  Pimelodus  maculatus,
Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima.

(1) lateral ao nicleo
Diplomystes mesembrinus, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga), T.
sp. (Alambari), Corydoras flaveolus.

2. MOVIMENTO DO COMPLEXO CENTRIOLAR

Ao longo da espermiogénese, o complexo centriolar, formado pelos centriolos
proximal e distal, pode se movimentar ou ndo em direcdo ao nucleo. Esse movimento pode
estar:

(0) ausente
Cetopsis coecutiens, Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Pimelodus
maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima.

(1) presente
Diplomystes mesembrinus, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga), T.
sp. (Alambari).

3. FORMACAO DO CANAL CITOPLASMATICO

O canal citoplasmético corresponde ao espaco existente entre a membrana
plasmdtica da regido basal da peca intermediaria e a membrana flagelar. A formacao desta
estrutura pode estar:
(0) ausente

Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima.

(1) presente
Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus,
T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon.
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4. FORMACAO DO CANAL CITOPLASMATICO POR MOVIMENTO DO
COMPLEXO CENTRIOLAR

Neste tipo de formagdo, o complexo centriolar migra em dire¢do nicleo trazendo
consigo a membrana plasmadtica e o segmento inicial do flagelo, em razao do centriolo
distal estar ancorado na membrana, resultando na formacao do canal citoplasmatico. Este
tipo de formagdo pode estar:
(0) ausente

Cetopsis coecutiens, Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon.

(1) presente
Diplomystes mesembrinus, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga), T.
sp. (Alambari).

5. FORMACAO DO CANAL CITOPLASMATICO POR PROJECAO DA PECA
INTERMEDIARIA EM DIRECAO A REGIAO INICIAL DO FLAGELO E POR
INTERCONEXAO DE VESICULAS

Neste tipo de formagdo, o complexo centriolar ndo migra, permanecendo preso a
membrana plasmatica. O canal citoplasmatico formar-se, entdo, pela migracio da massa
citoplasmatica da espermdtide tardia em direcdo ao flagelo, além da interconexdo de
vesiculas, nesta mesma regido. Este tipo de formacdo pode estar:

(0) ausente
Diplomystes mesembrinus, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga), T.
sp. (Alambari).

(1) presente
Cetopsis coecutiens, Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon.

6. PERMANENCIA DO CANAL CITOPLASMATICO
O canal citoplasmatico formado durante a espermiogénese pode ou ndo estar
presente no espermatozdide.
(0) nao
Diplomystes mesembrinus.

(1) sim

Cetopsis coecutiens, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga), T. sp.
(Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon.
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7. ROTACAO NUCLEAR

Durante a espermiogénese o nucleo da espermatide pode sofrer ou ndo uma rotacao
em relacdo ao flagelo e em decorréncia disso, estabelecer a posi¢cao do flagelo. Esta rotagao
pode estar:

(0) ausente
Cetopsis coecutiens, Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Pimelodus
maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima.

(1) presente
Diplomystes mesembrinus, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga), T.
sp. (Alambari).

8. ROTACAO NUCLEAR EM RELACAO AO FLAGELO LATERAL
(0) total
Diplomystes mesembrinus, T. areolatus.

(1) parcial
Trichomycterus aff. iheringi, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari).

9. PROCESSO DE CONDENSACAO DA CROMATINA
(0) heterogéneo

Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens.

(1) homogéneo

Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga), 7. sp. (Alambari),
Corydoras  flaveolus,  Loricariichthys  platymetopon,  Pimelodus  maculatus,
Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima.

10. FORMACAO DA FOSSA NUCLEAR
A fossa nuclear é uma depressdao encontrada no contorno nuclear voltado para a
peca intermedidria, a qual pode apresentar uma profundidade varidvel.

(0) ausente
Loricariichthys platymetopon, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum,
Sorubim lima.

(1) presente

Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens, Trichomycterus aff. iheringi, T.
areolatus, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus.
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11. FORMATO DO NUCLEO

(0) esférico

Diplomystes mesembrinus, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga),
T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Clarias
gariepinus, Silurus microdorsalis, Silurus asotus, Sorubim lima, lheringichthys labrosus.

(1) semi-esférico
Liobagrus mediadiposalis.

(2) semi-ovoide
Cetopsis coecutiens, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Ictalurus
punctatus.

(3) conico
Rhamdia quelen, Trachelyopterus lucenai, Citharinus sp..

(4) ovoide com o eixo maior no sentido vertical
Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum.

(5) ovoide com o eixo maior no sentido horizontal
Nematogenys inermis, T. reinhardti.

12. COMPRIMENTO DO NUCLEO

O comprimento foi determinado, em sec¢des longitudinais do nucleo, a partir da
base (local onde se encontra a fossa nuclear) até o seu apice. A partir da figura 20 foram
estabelecidos os intervalos de valores dos comprimentos nucleares correspondentes aos
diferentes estados deste cardter. A tabela I mostra os valores absolutos dos comprimentos
dos niucleos de cada uma das espécies analisadas. O comprimento do nicleo pode ser:

(0) £ 2,0 pm: curto

Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys
inermis, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp.
(Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Clarias gariepinus,
Silurus microdorsalis, Silurus asotus, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum,
Sorubim lima, Iheringichthys labrosus, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis,
Ictalurus punctatus.

(1) 2,0 pm < X < 3,0 pm: médio
Rhamdia quelen, Citharinus sp..

76



(2) > 3,0 um: longo
Trachelyopterus lucenai.

13. LARGURA DO NUCLEO

A largura foi determinada, em secc¢des longitudinais do nicleo, no sentido oposto ao
eixo do comprimento do nicleo. A partir da figura 20 foram estabelecidos os intervalos de
valores das larguras nucleares correspondentes aos diferentes estados deste cardter. A tabela
I mostra os valores absolutos das larguras dos nicleos de cada uma das espécies analisadas.
A largura do nucleo pode ser:

(0) < 1,0 um: estreita
Trachelyopterus lucenai.

(1) 1,0 pm < X < 2,5 pym: média

Diplomystes  mesembrinus,  Cetopsis  coecutiens, Liobagrus  mediadiposalis,
Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp.
(Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Clarias gariepinus,
Silurus microdorsalis, Silurus asotus, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum,
Sorubim lima, Ilheringichthys labrosus, Rhamdia quelen, Pseudobagrus fulvidraco,
Leiocassis ussuriensis, Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

(2) > 2,5 uym: larga
Nematogenys inermis.

14. PADRAO DE CONDENSACAO DA CROMATINA

(0) heterogéneo

Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens, T. reinhardti, Clarias gariepinus,
Citharinus sp..

(1) homogéneo

Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys inermis, Trichomycterus aff. iheringi, T.
areolatus, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys
platymetopon,  Silurus  microdorsalis,  Silurus asotus, Pimelodus maculatus,
Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, lheringichthys labrosus, Rhamdia quelen,
Trachelyopterus lucenai, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Ictalurus
punctatus.
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15. ARRANJO DA CROMATINA CONDENSADA HETEROGENEAMENTE

(0) em grumos justapostos
Diplomystes mesembrinus, Clarias gariepinus, Citharinus sp..

(1) em filamentos finos justapostos com areas elétron-licidas
Cetopsis coecutiens, T. reinhardti.

16. ARRANJO DA CROMATINA CONDENSADA HOMOGENEAMENTE

(0) com areas eletron-licidas

Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys inermis, Trichomycterus aff. iheringi, T.
areolatus, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys
platymetopon, Silurus microdorsalis, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum,
Sorubim lima, Iheringichthys labrosus, Pseudobagrus fulvidraco, Ictalurus punctatus.

(1) sem areas eletron-lucidas
Silurus asotus, Rhamdia quelen, Trachelyopterus lucenai, Leiocassis ussuriensis.

17. DISTRIBUICAO DAS AREAS ELETRON-LUCIDAS NA CROMATINA CONDENSADA
HOMOGENEAMENTE

(0) dispersa no nucleo

Liobagrus mediadiposalis, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga),

T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Silurus

microdorsalis, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima,

lheringichthys labrosus, Pseudobagrus fulvidraco.

(1) dispersa e na lateral do nicleo
Nematogenys inermis.

(2) dispersa e no apice do nicleo
Ictalurus punctatus.

18. FAIXA CITOPLASMATICA AO REDOR DO NUCLEO

(0) estreita

Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys
inermis, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus,
Loricariichthys platymetopon, Clarias gariepinus, Silurus microdorsalis, Silurus asotus,
Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, Iheringichthys
labrosus, Rhamdia quelen, Trachelyopterus lucenai, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis
ussuriensis, Citharinus sp..

(1) ampla
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Trichomycterus aff. iheringi.

(2) ampla no apice do nicleo e estreita na lateral
T. sp. (Jacutinga).

(3) estreita no apice do niicleo e ampla na lateral
Ictalurus punctatus.

19. POSICAO NUCLEAR EM RELACAO AO FLAGELO

(0) anterior

Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys
inermis, T. areolatus, Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Clarias
gariepinus,  Silurus  microdorsalis,  Silurus  asotus,  Pimelodus  maculatus,
Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, lheringichthys labrosus, Rhamdia quelen,
Trachelyopterus lucenai, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Ictalurus
punctatus, Citharinus sp..

(1) lateral
Trichomycterus aff. iheringi, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari).

20. POSICAO DO FLAGELO EM RELACAO AO NUCLEO ANTERIOR

(0) medial

Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys
inermis, Clarias gariepinus, Silurus microdorsalis, Silurus asotus, Pimelodus maculatus,
Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, lheringichthys labrosus, Rhamdia quelen,
Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

(1) excéntrico
T. areolatus, Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Trachelyopterus
lucenai.

21. FOSSA NUCLEAR
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(0) ausente
Nematogenys  inermis, Loricariichthys  platymetopon,  Pimelodus  maculatus,
Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, Rhamdia quelen.

(1) presente

Diplomystes  mesembrinus,  Cetopsis  coecutiens, Liobagrus  mediadiposalis,
Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), 7. sp.
(Alambari), Corydoras flaveolus, Clarias gariepinus, Silurus microdorsalis, Silurus
asotus, lheringichthys labrosus, Trachelyopterus lucenai, Pseudobagrus fulvidraco,
Leiocassis ussuriensis, Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

22. FORMATO DA FOSSA NUCLEAR

(0) arco unico

Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus,
T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus, Clarias
gariepinus, lheringichthys labrosus, Trachelyopterus lucenai, Pseudobagrus fulvidraco,
Leiocassis ussuriensis, Citharinus sp..

(1) arco tnico ramificado
Silurus microdorsalis, Silurus asotus.

(2) arco duplo
Liobagrus mediadiposalis, Ictalurus punctatus.

23. POSICAO DA FOSSA NUCLEAR EM RELACAO AO NUCLEO

(0) medial

Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Clarias
gariepinus, Silurus microdorsalis, Silurus asotus, Iheringichthys labrosus, Pseudobagrus
fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

(1) excéntrica
T. areolatus, Corydoras flaveolus, Trachelyopterus lucenai.

(2) lateral
Trichomycterus aff. iheringi, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambart).

24. PROFUNDIDADE DA FOSSA NUCLEAR
A profundidade foi determinada, em seccdes longitudinais da fossa nuclear, no
sentido do comprimento do nucleo. A partir da figura 21 foram estabelecidos os intervalos

de valores das profundidades das fossas nucleares correspondentes aos diferentes estados
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deste carater. A tabela II mostra os valores absolutos das profundidades das fossas
nucleares de cada uma das espécies analisadas. A profundidade da fossa nuclear pode ser:
(0) £ 0,25 um: muito rasa

Corydoras flaveolus, Iheringichthys labrosus, Citharinus sp..

(1) 0,25 pm < X < 0,5 um: rasa
Liobagrus mediadiposalis, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp.
(Alambari), Trachelyopterus lucenai, Ictalurus punctatus.

(2) 0,5 ym < X < 0,75 um: moderada
Cetopsis coecutiens, Trichomycterus aff. iheringi, Clarias gariepinus, Silurus asotus.

(3) > 0,75 pm: profunda
Diplomystes mesembrinus, Silurus microdorsalis, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis
USSuriensis.

25. LARGURA DA FOSSA NUCLEAR

A largura foi determinada, em seccdes longitudinais da fossa nuclear, no sentido
oposto ao comprimento do nucleo. A partir da figura 21 foram estabelecidos os intervalos
de valores das larguras das fossas nucleares correspondentes aos diferentes estados deste
carater. A tabela II mostra os valores absolutos das larguras das fossas nucleares de cada
uma das espécies analisadas. A largura da fossa nuclear pode ser:

(0) 0,3 um: estreita
Diplomystes mesembrinus, T. reinhardti, Clarias gariepinus, lheringichthys labrosus,
Trachelyopterus lucenai.

(1) 0,3 pm < X < 0,6 pm: média

Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Trichomycterus aff. iheringi, T. sp.
(Jacutinga), T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus, Silurus microdorsalis, Silurus asotus,
Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Citharinus sp..

(2) > 0,6 um: larga
T. areolatus, Ictalurus punctatus.

26. POSICAO DO COMPLEXO CENTRIOLAR (CC) EM RELACAO A FOSSA NUCLEAR
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(0) CC totalmente inserido na fossa nuclear
Diplomystes mesembrinus, T. areolatus, Clarias gariepinus, Pseudobagrus fulvidraco,
Leiocassis ussuriensis.

(1) centriolo proximal inserido e centriolo distal parcialmente inserido na fossa nuclear
Silurus microdorsalis, Silurus asotus, Trachelyopterus lucenai.

(2) somente o centriolo proximal inserido na fossa nuclear
Trichomycterus aff. iheringi, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari).

(3) CC totalmente fora da fossa nuclear
Corydoras flaveolus, lheringichthys labrosus.

(4) somente o centriolo distal parcialmente inserido na fossa nuclear
Citharinus sp..

(5) centriolos ou corpusculos basais parcialmente inseridos na fossa nuclear
Ictalurus punctatus.

(6) centriolos ou corpusculos basais totalmente inseridos na fossa nuclear
Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis.

27. POSICAO DO COMPLEXO CENTRIOLAR NA AUSENCIA DA FOSSA
NUCLEAR

(0) distante do nucleo

Nematogenys inermis.

(1) préximo do nicleo
Loricariichthys platymetopon, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum,
Sorubim lima, Rhamdia quelen.

28. ARRANJO DOS CENTRIOLOS UM EM RELACAO AO OUTRO
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(0) centriolo proximal (CP) lateral ao centriolo distal (CD)
Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys inermis, T. areolatus, T.
reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), Rhamdia quelen, Ictalurus punctatus,
Citharinus sp..

(1) CP anterior ao CD

Diplomystes  mesembrinus, Trichomycterus aff. iheringi, Corydoras flaveolus,
Loricariichthys platymetopon, Clarias gariepinus, Silurus microdorsalis, Silurus asotus,
Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, lheringichthys labrosus,
Trachelyopterus lucenai, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis.

29. ARRANJO DOS CENTRIOLOS UM EM RELACAO AO OUTRO: CP anterior ao CD
(0) perpendicular
Diplomystes mesembrinus, Silurus microdorsalis, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma
fasciatum, Sorubim lima, Theringichthys labrosus, Trachelyopterus lucenai.

(1) lateral em angulo reto
Loricariichthys platymetopon.

(2) obtuso
Trichomycterus aff. iheringi, Clarias gariepinus, Silurus asotus.

(3) coaxial
Corydoras flaveolus, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis.

30. ARRANJO DOS CENTRIOLOS UM EM RELACAO AO OUTRO: CP lateral ao
CD

(0) paralelo
Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys inermis, Ictalurus punctatus,
Citharinus sp..

(1) angulo reto
T. reinhardti, Rhamdia quelen.

(2) obtuso
T. areolatus, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari).

31. COMPRIMENTO DA PECA INTERMEDIARIA
O comprimento foi determinado, em seccdes longitudinais da peca intermediéria, a

partir da base do niucleo até a extremidade final da peca intermedidria. Com base na figura
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22 foram estabelecidos os intervalos de valores dos comprimentos das pecas intermedidrias
correspondentes aos diferentes estados deste cardter. A tabela III mostra os valores
absolutos dos comprimentos das pecas intermedidrias de cada uma das espécies analisadas.
O comprimento da peca intermedidria pode ser:

(0) < 1,0 pm: curto

Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Clarias gariepinus, Silurus asotus,
Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, Iheringichthys labrosus, Leiocassis
USSuriensis.

(1) 1,0 pm < X < 1,7 pum: médio

Diplomystes mesembrinus, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp.
(Jacutinga), T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Silurus
microdorsalis, Pimelodus maculatus, Rhamdia quelen, Pseudobagrus fulvidraco, Ictalurus
punctatus, Citharinus sp..

(2) > 1,7 pm: longo
Nematogenys inermis, Trachelyopterus lucenai.

32. LARGURA DA PECA INTERMEDIARIA

A largura foi determinada, em seccOes longitudinais da peca intermedidria, no
sentido oposto ao comprimento da peca intermedidria. Com base na figura 22 foram
estabelecidos os intervalos de valores das larguras das pecas intermedidrias correspondentes
aos diferentes estados deste cardter. A tabela III mostra os valores absolutos das larguras
das pecas intermedidrias de cada uma das espécies analisadas. A largura da peca
intermedidria pode ser:
(0) 0,7 um: estreita

Trachelyopterus lucenai.

(1) 0,7 pm < X < 2,3 um: média

Diplomystes  mesembrinus,  Cetopsis  coecutiens, Liobagrus  mediadiposalis,
Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp.
(Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Clarias gariepinus,
Silurus microcorsalis, Silurus asotus, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum,
Sorubim lima, Iheringichthys labrosus, Rhamdia quelen, Pseudobagrus fulvidraco,
Leiocassis ussuriensis, Citharinus sp..

(2) > 2,3 um: larga
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Nematogenys inermis, Ictalurus punctatus.

33. SIMETRIA DA PECA INTERMEDIARIA EM RELACAO AO FLAGELO

(0) simétrica

Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys
inermis, Clarias gariepinus, Silurus microdorsalis, Silurus asotus, Pimelodus maculatus,
Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, Iheringichthys labrosus, Rhamdia quelen,
Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

(1) assimétrica
Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp.
(Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Trachelyopterus lucenai.

34. LOCALIZACAO DA PECA INTERMEDIARIA EM RELACAO AO NUCLEO

(0) basal

Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys
inermis, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga), 7. sp. (Alambari),
Corydoras  flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Clarias gariepinus, Silurus
microdorsalis, Silurus asotus, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum,
Sorubim lima, Iheringichthys labrosus, Rhamdia quelen, Trachelyopterus lucenai,
Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Citharinus sp..

(1) basolateral
T. reinhardti, Ictalurus punctatus.

35. CANAL CITOPLASMATICO

(0) ausente

Diplomystes mesembrinus, Clarias gariepinus, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma
fasciatum, Sorubim lima, Iheringichthys labrosus, Rhamdia quelen.

(1) presente

Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys inermis, Trichomycterus aff.
iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), 7. sp. (Alambari), Corydoras
flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Silurus microdorsalis, Silurus asotus,
Trachelyopterus lucenai, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Ictalurus
punctatus, Citharinus sp..

36. NUMERO DE CANAIS CITOPLASMATICOS
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(0) um

Cetopsis coecutiens, Nematogenys inermis, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T.
reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys
platymetopon,  Silurus microdorsalis, Silurus asotus, Trachelyopterus lucenai,
Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Citharinus sp..

(1) dois
Liobagrus mediadiposalis, Ictalurus punctatus.

37. COMPRIMENTO DO CANAL CITOPLASMATICO

O comprimento foi determinado, em sec¢des longitudinais do canal citoplasmatico,
a partir do inicio do flagelo até a extremidade final da peca intermediaria. Com base na
figura 23 foram estabelecidos os intervalos de valores dos comprimentos dos canais
citoplasmaticos correspondentes aos diferentes estados deste cardter. A tabela IV mostra os
valores absolutos dos comprimentos dos canais citoplasmaticos de cada uma das espécies
analisadas. O comprimento do canal citoplasmatico pode ser:

(0) 0,70 pum: curto
Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys inermis, Corydoras
flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Silurus asotus.

(1) 0,7 pm < X < 1,5 pm: médio

Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp.
(Alambari), Silurus microdorsalis, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis,
Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

(2) > 1,5 pm: longo
Trachelyopterus lucenai.

38. LARGURA DO CANAL CITOPLASMATICO
A largura foi determinada, em secc¢des longitudinais do canal citoplasmatico, no

sentido oposto ao comprimento do canal citoplasmatico. Com base na figura 23 foram
estabelecidos os intervalos de valores das larguras dos canais citoplasmaticos
correspondentes aos diferentes estados deste cardter. A tabela IV mostra os valores
absolutos das larguras dos canais citoplasmaticos de cada uma das espécies analisadas. A

largura do canal citoplasmadtico pode ser:
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(0) 0,32 um: estreita
Liobagrus mediadiposalis, T. areolatus, T. reinhardti, Trachelyopterus lucenai.

(1) 0,32 um < X < 0,6 pum: média

Cetopsis coecutiens, Trichomycterus aff. iheringi, T. sp. (Jacutinga), 7. sp. (Alambari),
Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Silurus microdorsalis, Silurus asotus,
Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

(2) > 0,6 um: larga
Nematogenys inermis.

39. LOCALIZACAO DAS MITOCONDRIAS

(0) somente na peca intermediaria

Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys
inermis, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), 7. sp. (Alambari), Corydoras
flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Clarias gariepinus, Silurus microdorsalis,
Silurus asotus, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima,
Theringichthys labrosus, Rhamdia quelen, Trachelyopterus lucenai, Pseudobagrus
fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

(1) na peca intermediaria e ao redor do niicleo
Trichomycterus aff. iheringi.

40. POSICAO DAS MITOCONDRIAS NA PECA INTERMEDIARIA

(0) regiao apical
Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, Citharinus sp..

(1) regioes apical e medial
Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens, Nematogenys inermis, Silurus asotus,
Rhamdia quelen.

(2) regioes apical, medial e basal

Liobagrus mediadiposalis, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp.
(Jacutinga), T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Clarias
gariepinus, Silurus microdorsalis, lheringichthys labrosus, Trachelyopterus lucenai,
Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Ictalurus punctatus.
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41. DISTRIBUICAO DAS MITOCONDRIAS NA PECA INTERMEDIARIA

(0) por toda a peca intermediaria

Diplomystes mesembrinus, Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys inermis, Corydoras
flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Clarias gariepinus, Silurus microdorsalis,
Silurus asotus, Rhamdia quelen, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis,
Citharinus sp..

(1) aleatoria
Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp.
(Alambari), Trachelyopterus lucenai, Ictalurus punctatus.

(2) periférica
Cetopsis coecutiens, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima,
Theringichthys labrosus.

42. QUANTIDADE DE MITOCONDRIAS NA PECA INTERMEDIARIA
A tabela V mostra a quantidade de mitocOndrias presentes na peca intermedidria de
cada uma das espécies analisadas.

(0) tnica
Diplomystes mesembrinus.

(1) poucas

Cetopsis coecutiens, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp.
(Jacutinga), 7. sp. (Alambari), Clarias gariepinus, Pimelodus maculatus,
Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, Iheringichthys labrosus, Rhamdia quelen,
Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

(2) moderada
Liobagrus mediadiposalis, Silurus microdorsalis, Silurus asotus, Trachelyopterus lucenai,
Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis.

(3) muitas
Loricariichthys platymetopon.

(4) muitissimas
Nematogenys inermis, Corydoras flaveolus.

43. FORMATO DA MITOCONDRIA

(0) arredondada
Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Silurus microdorsalis, Pseudobagrus
fulvidraco.
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(1) alongada

Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga), 7. sp. (Alambari),
Loricariichthys platymetopon, Sorubim lima, Rhamdia quelen, Trachelyopterus lucenai,
Leiocassis ussuriensis, Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

(2) em forma de C
Diplomystes mesembrinus.

(3) alongada e ramificada
Nematogenys inermis, Corydoras flaveolus.

(4) irregular
T. reinhardti, Clarias gariepinus, Silurus asotus, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma
fasciatum, Theringichthys labrosus.

44. MITOCONDRIAS SEPARADAS DO SEGMENTO INICIAL DO FLAGELO
SOMENTE PELO CANAL CITOPLASMATICO

(0) nao
Cetopsis coecutiens, Nematogenys inermis, Corydoras flaveolus, Silurus microdorsalis,
Silurus asotus, Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

(1) sim

Liobagrus mediadiposalis, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp.
(Jacutinga), T. sp. (Alambari), Loricariichthys platymetopon, Trachelyopterus lucenai,
Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis.

45. MITOCONDRIAS SEPARADAS DO SEGMENTO INICIAL DO FLAGELO PELAS
VESICULAS E PELO CANAL CITOPLASMATICO
(0) sim
Cetopsis coecutiens, Nematogenys inermis, Corydoras flaveolus, Silurus microdorsalis,
Silurus asotus, Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

(1) ndo
Liobagrus mediadiposalis, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp.

(Jacutinga), T. sp. (Alambari), Loricariichthys platymetopon, Trachelyopterus lucenai,
Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis.

46. VESICULAS NA PECA INTERMEDIARIA
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(0) ausente
Diplomystes mesembrinus, Liobagrus mediadiposalis, T. reinhardti, Trachelyopterus
lucenai, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis.

(1) presente

Cetopsis coecutiens, Nematogenys inermis, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T.
sp. (Jacutinga), 7. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon,
Clarias gariepinus, Silurus microdorsalis, Silurus asotus, Pimelodus maculatus,
Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, Iheringichthys labrosus, Rhamdia quelen,
Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

47. POSICAO DAS VESICULAS NA PECA INTERMEDIARIA

(0) regiao basal
Nematogenys inermis, Corydoras flaveolus.

(1) regioes medial e basal
Loricariichthys platymetopon, Silurus asotus, Pseudoplatystoma fasciatum, Rhamdia
quelen, Citharinus sp..

(2) regioes apical, medial e basal

Cetopsis coecutiens, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga), T. sp.
(Alambari), Clarias gariepinus, Silurus microdorsalis, Pimelodus maculatus, Sorubim
lima, Theringichthys labrosus, Ictalurus punctatus.

48. DISTRIBUICAO DAS VESICULAS NA PECA INTERMEDIARIA

(0) por toda a peca intermediaria
Cetopsis coecutiens, Nematogenys inermis, Silurus microdorsalis, Silurus asotus,
Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum, Citharinus sp..

(1) aleatéria
Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga), 7. sp. (Alambari),

Loricariichthys platymetopon, Sorubim lima, lheringichthys labrosus, Ictalurus punctatus.

(2) periférica
Corydoras flaveolus, Clarias gariepinus, Rhamdia quelen.

49. QUANTIDADE DE VESICULAS NA PECA INTERMEDIARIA
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A tabela V mostra a quantidade de vesiculas presentes na peca intermedidria de cada
uma das espécies analisadas.

(0) poucas
T. areolatus, Corydoras flaveolus, Clarias gariepinus, Pseudoplatystoma fasciatum,
lheringichthys labrosus, Rhamdia quelen.

(1) moderada

Trichomycterus aff. iheringi, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), Loricariichthys
platymetopon, Silurus microdorsalis, Silurus asotus, Pimelodus maculatus, Sorubim lima,
Ictalurus punctatus.

(2) muitas
Cetopsis coecutiens, Nematogenys inermis, Citharinus sp..

50. ORGANIZACAO DAS VESICULAS NA PECA INTERMEDIARIA

(0) nao conectadas
T. areolatus, Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Clarias gariepinus,
Citharinus sp..

(1) nao conectadas e conectadas

Trichomycterus aff. iheringi, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), Silurus microdorsalis,
Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, Ilheringichthys
labrosus, Ictalurus punctatus.

(2) conectadas
Cetopsis coecutiens, Nematogenys inermis, Silurus asotus, Rhamdia quelen.

51. MODO DE CONEXAO DAS VESICULAS

(0) somente umas com as outras
Cetopsis coecutiens, Nematogenys inermis, Trichomycterus aff. iheringi, T. sp. (Jacutinga),
T. sp. (Alambari), Silurus asotus, Rhamdia quelen.

(1) umas com as outras e com a membrana plasmatica
Silurus microdorsalis, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima,
lheringichthys labrosus, Ictalurus punctatus.

52. NUMERO DE FLAGELOS
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(0) um

Diplomystes mesembrinus, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp.
(Jacutinga), T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Clarias
gariepinus,  Silurus  microdorsalis,  Silurus  asotus,  Pimelodus  maculatus,
Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, Iheringichthys labrosus, Rhamdia quelen,
Trachelyopterus lucenai, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Citharinus sp..

(1) dois
Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Ictalurus punctatus, Nematogenys inermis.

53. NUMERO DE AXONEMAS POR FLAGELO

(0) um

Diplomystes ~ mesembrinus,  Cetopsis  coecutiens,  Liobagrus  mediadiposalis,
Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), 7. sp.
(Alambari), Corydoras flaveolus, Loricariichthys platymetopon, Clarias gariepinus,
Silurus microdorsalis, Silurus asotus, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum,
Sorubim lima, Iheringichthys labrosus, Rhamdia quelen, Trachelyopterus lucenai,
Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis, Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

(1) um no segmento inicial da cauda e dois no segmento final
Nematogenys inermis.

54. SEPARACAO DOS AXONEMAS NOS ESPERMATOZOIDES BIFLAGELADOS
(0) totalmente separados por membranas individuais
Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Ictalurus punctatus.

(1) separados por membranas individuais somente no segmento inicial do flagelo
Nematogenys inermis.

55. COMPARTIMENTO MEMBRANOSO NO FLAGELO
O compartimento membranoso presente no flagelo consiste de vesiculas alongadas,

entremeadas por uma estreita faixa citoplasmaética. Esta estrutura pode estar:
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(0) ausente

Diplomystes mesembrinus, Cetopsis coecutiens, Liobagrus mediadiposalis, Nematogenys
inermis, Trichomycterus aff. iheringi, T. areolatus, T. reinhardti, Loricariichthys
platymetopon, Clarias gariepinus, Silurus microdorsalis, Silurus asotus, Pimelodus
maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, Iheringichthys labrosus, Rhamdia
quelen, Trachelyopterus lucenai, Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis,
Ictalurus punctatus, Citharinus sp..

(1) presente
T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), Corydoras flaveolus.

56. PROJECOES LATERAIS NO FLAGELO

As projecdes laterais correspondem a expansdes da membrana flagelar.

(0) ausente

Cetopsis coecutiens, Nematogenys inermis, Corydoras flaveolus, Loricariichthys
platymetopon, Clarias gariepinus, Silurus microdorsalis, Silurus asotus, Pimelodus
maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum, Sorubim lima, Iheringichthys labrosus, Rhamdia
quelen, Trachelyopterus lucenai, Ictalurus punctatus, Citharinus sp...

(1) presente

Diplomystes mesembrinus, Liobagrus mediadiposalis, Trichomycterus aff. iheringi, T.
areolatus, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), Pseudobagrus fulvidraco,
Leiocassis ussuriensis.

57. NUMERO DE PROJECOES LATERAIS NO FLAGELO

(0) duas
Diplomystes mesembrinus, Liobagrus mediadiposalis, T. areolatus, T. reinhardti,
Pseudobagrus fulvidraco, Leiocassis ussuriensis.

(1) variavel
Trichomycterus aff. iheringi, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari).

58. COMPRIMENTO DAS PROJECOES LATERAIS
O comprimento foi determinado em secOes transversais do flagelo. A partir da
figura 24 foram estabelecidos os intervalos de valores dos comprimentos das projecoes

laterais correspondentes aos diferentes estados deste carater. A tabela VI mostra os valores
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absolutos dos comprimentos das projecdes laterais de cada uma das espécies analisadas. O
comprimento das projecdes laterais pode ser:
(0) < 0,2 um: curto

Diplomystes mesembrinus, Liobagrus mediadiposalis, Trichomycterus aff. iheringi.

(1) 0,2 pm < X < 0,4 pm: médio
T. areolatus, T. reinhardti, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), Pseudobagrus fulvidraco.

(2) > 0,4 pm: longo
Leiocassis ussuriensis.
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Figura 20. Relacdo entre os caracteres quantitativos: comprimento e largura
do nicleo. As barras pretas, verticais para o comprimento e horizontais para a
largura, indicam os intervalos de valores, em micrometros, para cada estado
destes caracteres. Os losangos azuis indicam as espécies da ordem Siluriformes

e o vermelho da ordem Characiformes.
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Siluriformes e o vermelho da ordem Characiformes.
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da fossa nuclear. As barras pretas, verticais para a profundidade e horizontais
para a largura, indicam os intervalos de valores, em micrometros, para cada
estado destes caracteres. Os losangos azuis indicam as espécies da ordem
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Figura 22. Relacdo entre os caracteres quantitativos: comprimento e largura
da peca intermedidria. As barras pretas, verticais para 0 comprimento e
horizontais para a largura, indicam os intervalos de valores, em micrometros,
para cada estado destes caracteres. Os losangos azuis indicam as espécies da
ordem Siluriformes e o vermelho da ordem Characiformes.
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Figura 23. Relagdo entre os caracteres quantitativos: comprimento e largura
do canal citoplasmatico. As barras pretas, verticais para o comprimento e
horizontais para a largura, indicam os intervalos de valores, em micrometros,
para cada estado destes caracteres. Os losangos azuis indicam as espécies da
ordem Siluriformes e o vermelho da ordem Characiformes.
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Figura 24. Relacdo entre os caracteres quantitativos: comprimento das
projecdes laterais e largura do axonema. As barras pretas indicam os intervalos
de valores, em micrOmetros, para cada estado do cardter comprimento das
projecdes laterais. Os losangos azuis indicam as espécies da ordem Siluriformes.

97



Tabela I. Medidas, em valores absolutos, referentes ao comprimento e a largura do nicleo
dos espermatozoéides das diferentes espécies de Siluriformes e de uma espécie da ordem
Characiformes (sublinhado). Média, desvio padrdo, valor mdximo e valor minimo das
medidas referentes aos espermatozdides da ordem Siluriformes também sdo apresentados.
Unidade de medida: micrometro (um).

Familias/Espécies Comprimento do Nucleo Largura do Nucleo

Diplomystidae

Diplomystes mesembrinus 1,32 (n = 2%) 1,45 (n =2)
Cetopsidae
Cetopsis coecutiens 1,29 (n = 15) 1,41 (n=15)
Amblycipitidae
Liobagrus mediadiposalis 1,50 (n =3) 1,75 (n=3)
Nematogenyidae
Nematogenys inermis 1,64 (n =6) 2,82 (n =6)
Trichomycteridae
Trichomycterus aff. iheringi 1,52 (n = 15) 1,52 (n = 15)
Trichomycterus areolatus 1,65 (n=12) 1,64 (n=12)
Trichomycterus sp. (Alambari) 1,73 (n=12) 1,70 (n=12)
Trichomycterus sp. (Jacutinga) 1,67 (n=7) 1,64 (n=7)
Trichomycterus reinhardti 1,76 (n = 15) 1,46 (n = 15)
Callichthyidae
Corydoras flaveolus 1,88 (n = 16) 2,05 (n=16)
Loricariidae
Loricariichthys platymetopon 1,92 (n = 15) 2,02 (n=15)
Clariidae
Clarias gariepinus 1,18 (n=1) 1,30 (n=2)
Siluridae
Silurus microdorsalis 1,72 (n=4) 1,89 (n=5)
Silurus asotus 1,60 (n=1) 1,60 (n=1)
Ictaluridae
Ictalurus punctatus 1,25 (n=1) 1,53 (n=1)
Heptapteridae
Rhamdia quelen 2,61 (n=06) 1,28 (n = 6)
Auchenipteridae
Trachelyopterus lucenai 6,50 (n=1) 0,44 (n=2)
Pimelodidae
Pimelodus maculatus 1,70 (n=1) 1,52 (n=1)
Pseudoplatystoma fasciatum 1,69 (n=2) 1,25 (n=2)
Sorubim lima 1,61 (n=3) 1,42 (n=3)
Iheringichthys labrosus 1,91 (n=3) 1,91 (n=3)
Bagridae
Pseudobagrus fulvidraco 1,76 (n =3) 1,91 (n=3)
Leiocassis ussuriensis 1,70 (n=2) 1,81 (n=2)
Citharinidae
Citharinus sp. 2,10(n=1) 1,55 (n=1)
Média 1,87 1,62
Desvio Padrao 1,05 0,43
Valor Maximo 6,50 2,82
Valor Minimo 1,18 0,44

% indica o numero de estruturas medidas.
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Tabela Il. Medidas, em valores absolutos, referentes a profundidade e a largura da fossa
nuclear presente nos nucleos dos espermatozéides das diferentes espécies de Siluriformes e
de uma espécie da ordem Characiformes (sublinhado). Média, desvio padrdo, valor maximo
e valor minimo das medidas referentes aos espermatozéides da ordem Siluriformes também
sdo apresentados. Unidade de medida: micrometro (um).

Familias/Espécies Profundidade da Largura da

Fossa Nuclear Fossa Nuclear

Diplomystidae

Diplomystes mesembrinus 0,80 (n = 1%) 0,28 (n=1)
Cetopsidae
Cetopsis coecutiens 0,58 (n=15) 0,47 (n=15)
Amblycipitidae
Liobagrus mediadiposalis 0,44 (n=4) 0,44 (n=4)
Nematogenyidae
Nematogenys inermis Ausente Ausente
Trichomycteridae
Trichomycterus aff. iheringi 0,65 (n = 15) 0,43 (n=15)
Trichomycterus areolatus 0,43 (n=12) 0,65 (n=12)
Trichomycterus sp. (Alambari) 0,38 (n=12) 0,47 (n=12)
Trichomycterus sp. (Jacutinga) 0,30 (n=7) 0,43 (n=7)
Trichomycterus reinhardti 0,35 (n =6) 0,23 (n = 6)
Callichthyidae
Corydoras flaveolus 0,07 (n=10) 0,35 (n=10)
Loricariidae
Loricariichthys platymetopon Ausente Ausente
Clariidae
Clarias gariepinus 0,59 (n=1) 0,26 (n=2)
Siluridae
Silurus microdorsalis 0,86 (n=5) 0,34 (n=5)
Silurus asotus 0,71 (n=1) 0,50 (n=1)
Ictaluridae
Ictalurus punctatus 0,28 (n=1) 0,76 (n=1)
Heptapteridae
Rhamdia quelen Ausente Ausente
Auchenipteridae
Trachelyopterus lucenai 0,35 (n=1) 0,15(n=2)
Pimelodidae
Pimelodus maculatus Ausente Ausente
Pseudoplatystoma fasciatum Ausente Ausente
Sorubim lima Ausente Ausente
Iheringichthys labrosus 0,19 (n=1) 0,28 (n=1)
Bagridae
Pseudobagrus fulvidraco 0,94 (n=3) 0,38 (n=3)
Leiocassis ussuriensis 0,87 (n=2) 0,39 (n=2)
Citharinidae
Citharinus sp. 0,20 (n=1) 0,33(n=1)
Média 0,52 0,41
Desvio Padrao 0,26 0,15
Valor Maximo 0,94 0,76
Valor Minimo 0,07 0,15

% indica o numero de estruturas medidas.
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Tabela lll. Medidas, em valores absolutos, referentes ao comprimento e a largura da pecga
intermedidria dos espermatozoéides das diferentes espécies de Siluriformes e de uma espécie
da ordem Characiformes (sublinhado). Média, desvio padrao, valor maximo e valor minimo
das medidas referentes aos espermatozéides da ordem Siluriformes também sdo
apresentados. Unidade de medida: micrémetro (um).

Familias/Espécies Comprimento da Largura da

Peca Intermediaria Peca Intermediaria

Diplomystidae

Diplomystes mesembrinus 1,19 (n=1%) 1,05 (n=1)
Cetopsidae
Cetopsis coecutiens 0,47 (n = 15) 1,67 (n = 15)
Amblycipitidae
Liobagrus mediadiposalis 0,57 (n=5) 1,50 (n=5)
Nematogenyidae
Nematogenys inermis 2,05 (n=5) 3,90 (n =5)
Trichomycteridae
Trichomycterus aff. iheringi 1,41 (n=12) 1,62 (n=12)
Trichomycterus areolatus 1,64 (n=10) 1,58 (n=10)
Trichomycterus sp. (Alambari) 1,60 (n=7) 1,63 (n=7)
Trichomycterus sp. (Jacutinga) 1,34 (n=9) 1,59 (n=9)
Trichomycterus reinhardti 1,47 (n=7) 0,88 (n=7)
Callichthyidae
Corydoras flaveolus 1,41 (n=16) 2,05 (n=16)
Loricariidae
Loricariichthys platymetopon 1,06 (n =13) 2,02 (n=13)
Clariidae
Clarias gariepinus 0,76 (n=3) 0,90 (n=3)
Siluridae
Silurus microdorsalis 1,20 (n=3) 1,89 (n=3)
Silurus asotus 0,66 (n=1) 1,66 (n=1)
Ictaluridae
Ictalurus punctatus 1,25 (n=1) 250 (n=1)
Heptapteridae
Rhamdia quelen 1,29 (n=4) 1,11 (n=4)
Auchenipteridae
Trachelyopterus lucenai 3,10 (n=2) 0,55 (n=2)
Pimelodidae
Pimelodus maculatus 1,39 (n=2) 1,39 (n=2)
Pseudoplatystoma fasciatum 0,75 (n=1) 1,78 (n=1)
Sorubim lima 0,71 (n=23) 1,47 (n = 3)
Iheringichthys labrosus 0,86 (n=1) 219 (n=1)
Bagridae
Pseudobagrus fulvidraco 1,02 (n=2) 1,61 (n=2)
Leiocassis ussuriensis 0,57 (n=2) 1,51 (n=2)
Citharinidae
Citharinus sp. 1,30 (n=2) 1,45 (n=2)
Média 1,21 1,65
Desvio Padrao 0,58 0,66
Valor Maximo 3,10 3,90
Valor Minimo 0,47 0,55

*: indica o niumero de estruturas medidas.



Tabela IV. Medidas, em valores absolutos, referentes ao comprimento e a largura do canal
citoplasmatico dos espermatozdides das diferentes espécies de Siluriformes e de uma
espécie da ordem Characiformes (sublinhado). Média, desvio padrdo, valor mdximo e valor
minimo das medidas referentes aos espermatozéides da ordem Siluriformes também sdo
apresentados. Unidade de medida: micrémetro (um).

Comprimento do Largura do

Familias/Espécies Canal Citoplasmatico Canal Citoplasmatico

Diplomystidae

Diplomystes mesembrinus Ausente Ausente
Cetopsidae
Cetopsis coecutiens 0,41 (n = 15%) 0,47 (n = 15)
Amblycipitidae
Liobagrus mediadiposalis 0,53 (n=5) 0,32 (n =5)
Nematogenyidae
Nematogenys inermis 0,17 (n=5) 0,88 (n =5)
Trichomycteridae
Trichomycterus aff. iheringi 1,34 (n=12) 0,42 (n=12)
Trichomycterus areolatus 1,25 (n=10) 0,30 (n=10)
Trichomycterus sp. (Alambari) 1,47 (n=7) 0,38 (n=7)
Trichomycterus sp. (Jacutinga) 1,17 (n=8) 0,41 (n=8)
Trichomycterus reinhardti 1,05(n=7) 0,31 (n=7)
Callichthyidae
Corydoras flaveolus 0,35 (n=16) 0,36 (n=16)
Loricariidae
Loricariichthys platymetopon 0,25 (n =13) 0,41 (n=13)
Clariidae
Clarias gariepinus Ausente Ausente
Siluridae
Silurus microdorsalis 0,90 (n=23) 0,38 (n=3)
Silurus asotus 0,50 (n=1) 0,35(n=1)
Ictaluridae
Ictalurus punctatus 1,00 (n=1) 0,38 (n=1)
Heptapteridae
Rhamdia quelen Ausente Ausente
Auchenipteridae
Trachelyopterus lucenai 2,65 (n=2) 0,27 (n =2)
Pimelodidae
Pimelodus maculatus Ausente Ausente
Pseudoplatystoma fasciatum Ausente Ausente
Sorubim lima Ausente Ausente
Iheringichthys labrosus Ausente Ausente
Bagridae
Pseudobagrus fulvidraco 0,88 (n=2) 0,50 (n=2)
Leiocassis ussuriensis 0,78 (n=2) 0,55 (n=2)
Citharinidae
Citharinus sp. 1,10 (n=1) 0,41 (n=1)
Média 0,92 0,42
Desvio Padrao 0,61 0,14
Valor Maximo 2,65 0,88
Valor Minimo 0,17 0,27

*: indica o nimero de estruturas medidas.



Tabela V. Comparagio entre os espermatozéides de diferentes espécies de Siluriformes e
de uma espécie da ordem Characiformes (sublinhado) quanto a quantidade de mitocOndrias
e de vesiculas presentes na pega intermedidria.

Familias/Espécies Quantidade de Mitocondrias Quantidade de Vesiculas
Diplomystidae ]

Diplomystes mesembrinus Unica Ausente
Cetopsidae

Cetopsis coecutiens Poucas Muitas
Amblycipitidae

Liobagrus mediadiposalis Moderada Ausente
Nematogenyidae

Nematogenys inermis Muitissimas Muitas
Trichomycteridae

Trichomycterus aff. iheringi Poucas Moderada
Trichomycterus areolatus Poucas Poucas
Trichomycterus sp. (Alambari) Poucas Moderada
Trichomycterus sp. (Jacutinga) Poucas Moderada
Trichomycterus reinhardti Poucas Ausente
Callichthyidae

Corydoras flaveolus Muitissimas Poucas
Loricariidae

Loricariichthys platymetopon Muitas Moderada
Clariidae

Clarias gariepinus Poucas Poucas
Siluridae

Silurus microdorsalis Moderada Moderada
Silurus asotus Moderada Moderada
Ictaluridae

Ictalurus punctatus Poucas Moderada
Heptapteridae

Rhamdia quelen Poucas Poucas
Auchenipteridae

Trachelyopterus lucenai Moderada Ausente
Pimelodidae

Pimelodus maculatus Poucas Moderada
Pseudoplatystoma fasciatum Poucas Poucas
Sorubim lima Poucas Moderada
Iheringichthys labrosus Poucas Poucas
Bagridae

Pseudobagrus fulvidraco Moderada Ausente
Leiocassis ussuriensis Moderada Ausente
Citharinidae

Citharinus sp. Poucas Muitas
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Tabela VI. Medidas, em valores absolutos, referentes ao comprimento das projecdes
laterais presentes nos flagelos dos espermatozdéides das diferentes espécies de Siluriformes.
A espécie da ordem Characiformes estd sublinhada. Média, desvio padrdo, valor mdximo e
valor minimo das medidas também sdao apresentados. Unidade de medida: micrometro

(um).

Familias/Espécies Comprimento das Projegoes Laterais

Diplomystidae

Diplomystes mesembrinus 0,11 (n = 3%)
Cetopsidae
Cetopsis coecutiens Ausente
Amblycipitidae
Liobagrus mediadiposalis 0,16 (n=2)
Nematogenyidae
Nematogenys inermis Ausente
Trichomycteridae
Trichomycterus aff. iheringi 0,17 (n = 20)
Trichomycterus areolatus 0,25 (n = 20)
Trichomycterus sp. (Alambari) 0,36 (n = 20)
Trichomycterus sp. (Jacutinga) 0,33 (n = 20)
Trichomycterus reinhardti 0,28 (n = 20)
Callichthyidae
Corydoras flaveolus Ausente
Loricariidae
Loricariichthys platymetopon Ausente
Clariidae
Clarias gariepinus Ausente
Siluridae
Silurus microdorsalis Ausente
Silurus asotus Ausente
Ictaluridae
Ictalurus punctatus Ausente
Heptapteridae
Rhamdia quelen Ausente
Auchenipteridae
Trachelyopterus lucenai Ausente
Pimelodidae
Pimelodus maculatus Ausente
Pseudoplatystoma fasciatum Ausente
Sorubim lima Ausente
Iheringichthys labrosus Ausente
Bagridae
Pseudobagrus fulvidraco 0,27 (n=2)
Leiocassis ussuriensis 0,55 (n=1)
Citharinidae
Citharinus sp. Ausente
Média 0,28
Desvio Padrao 0,13
Valor Maximo 0,55
Valor Minimo 0,11
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Tabela VII. Matriz de dados, com 58 caracteres e 24 taxons, gerada a partir dos dados da ultraestrutura da espermiogénese e dos
espermatozdides, para as andlises das relagdes filogenéticas dos Loricarioidea e destes com os outros Siluriformes. O dltimo tdxon
corresponde ao representante da ordem Characiformes. A numeragao dos caracteres segue aquela da lista de caracteres. Os simbolos
“?” indicam os caracteres para os quais ndo se t€ém dados e os “-““ indicam os caracteres nao comparaveis.

CARACTERES
ESPECIES 0 1 2 3 4 5

123456789 0123456789 0123456789 0123456789 0123456789 012345678
Diplomystes mesembrinus 0o00000000 011000--00 000O01117-10 -00001---0 1011--1=--- --00-0100
Cetopsis coecutiens t11r01111-0 021001--00 0000202-0- 0100000100 1102000100 1010000 --
Liobagrus mediadiposalis ?2?2?2?2?2?2?29?2? 23101-0000 0010302-0- 01000OO1110 2022111--- =--1000100
Nematogenys inermis ?2?2?272°2?2?2°?2°? ?24111-0100 01 - ---00- 0210000120 1033000200 1011100 --
Trichomycterus aff. iheringi o00001011 01101-0011 -001203-11 -001000001 2200110111 2000-0110
Trichomycterus areolatus 000001001 01101-0000 1002321-0- 1001000010 2200110111 0-00-0101
Trichomycterus sp. (Jacutinga) coo0000101r1 01101-0021 -001303-0- 1001000000 2200110111 2000-11T11
Trichomycterus sp. (Alambari) 0o00001011 01101-0001 -001303-0- 1001000000 2200110111 2000-11T11
Trichomycterus reinhardti ?2?72?°2727272727272 241001 o1 -001313-0- 2001100010 2204111--- =--00-0101
Corydoras flaveolus o1r011r11-1 01101-0000 1002004-12 -001000100 2033000222 0-00-10--
Loricariichthys platymetopon 1101111-1 11101-0000 11 ----113 -001000100 2040110011 0-00-00 --
Clarias gariepinus ???2?2?2?2?2?2? 211000--00 000OO0OZ211-11 -10001---0 2004--0122 0-00-00--
Silurus microdorsalis ??2??2?2°?2?2?2? ?21101-0000 O00O020106-10 -0000000O000 2022000101 2100-00--
Silurus asotus ??2?2??2?2?2?2?2?? ??1101-1-00 0020206 -11 -100000100 1024000001 1000-00 --
Ictalurus punctatus ?2?2?2?2?2?2?2?2°? 22101-0230 0010325=-0 0010101000 2200100111 2110000 --
Pimelodus maculatus 111 ---1-1 15101-0000 O1 - - - !1Tro -00001---0 0104--0101 2100-00 --
Pseudoplatystoma fasciatum 171171 ---1-1 15101-0000 01 - - - -110 -10001---0 0104--0002 2100-00 --
Sorubim lima t17171---1-1 11101-0000 01 -----110 -10001---0 0100--0111 2100-00 --
Iheringichthys labrosus ????2?2?2?2?2? ?21101-0000 O0O0OO0OO0OO14-10 -10001---0 2104--0112 2100-00 --
Trachelyopterus lucenai 2?2?2272 ?2?2°7? 20221 -1 o0 1002316-10 -221000210 22201T11~-- - --00-00 --
Pseudobagrus fulvidraco ?2?2?2?2?29?2?2?2? ?22101-0000 00O0O0OO0O1O0O1-12 -00000000OO0C 2022111--- =--00-0101
Leiocassis ussuriensis ??2?2?2?2?2?29?2? ?22101-1-00 0000O10O1-12 -100000000 2020111+--- =--00-0102
Rhamdia quelen ??2?2?2?2?2?2?2? 20001-1-00 01-----10- 200001---0 1000--0022 1000-00--
Citharinus sp. ?2?2°?°?2°?2°?2°?2?2? ?200000--00 0000000-0- 0000000000 0000000000 O-00-00--
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4.2.2. Cladogramas

As andlises filogenéticas realizadas resultaram em uma série de cladogramas que
exprimem hipéteses de relacionamentos entre os membros constituintes de Loricarioidea
analisados até 0 momento, bem como entre estes € os outros grupos de Siluriformes para os
quais hd dados na literatura.

As andlises iniciais que resultaram nos cladogramas apresentados nas figuras de 25
a 28 foram conduzidas com os dados sobre a ultraestrutura da espermiogénese e dos
espermatozdides, de forma a testar as relacdoes entre os Loricarioidea e os grupos
considerados mais proximos a esta superfamilia, com base na hipdtese atual de Britto
(2003). J4 as topologias apresentadas nas figuras de 29 a 31 foram derivadas das andlises
com os dados sobre a ultraestrutura da espermiogénese e dos espermatozéides dos membros
de Loricarioidea analisados neste estudo e também com todos os dados disponiveis na
literatura para as outras familias de Siluriformes, tanto as mais quanto as menos
relacionadas aos Loricarioidea.

A figura 32 mostra o cladograma derivado da andlise combinada dos dados,
enquanto que na figura 33 estd apresentada a topologia que mostra o indice de decaimento
que suporta cada ramo, tanto para os dados combinados quanto para apenas os caracteres

osteoldgicos e de morfologia externa. Seguem, entdo, os cladogramas obtidos:
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il: Nematogenysinermis
93 Loricariichthys platymetopon

a1 L Corydoras flaveolus
73 Trichomycterus areolatus
ll: Trichomycterus sp. Jacutinga
75 Trichomycterus sp. Alambari

Trichomycterus aff. iheringi

Trichomycterus reinhardti
Liobagrus mediadiposalis

Figura 25. Arvore de consenso obtida entre 2.975 arvores igualmente parcimoniosas
correspondente a andlise de 9 tdxons e 58 caracteres de peso igual e ndo ordenados. Grupo
externo utilizado: Liobragrus mediadiposalis. Numero de passos = 109, indice de
consisténcia = 0,8349 e indice de reten¢do = 0,7000. Os nimeros acima dos ramos indicam

os valores de bootstrap.

71 Trichomycterus sp. Jacutinga
78 _|: Trichomycterus sp. Alambari
41 L Trichomycterus aff. iheringi
54 Trichomycterus reinhardti
51

Trichomycterus areolatus
60 Liobagrus mediadiposalis

26 — Loricariichthys platymetopon

| S Corydoras flaveolus

Nematogenys inermis

Cetopsis coecutiens

Figura 26. Arvore de consenso obtida entre 3.002 4rvores igualmente parcimoniosas
correspondente a andlise de 10 tdxons e 58 caracteres de peso igual e ndo ordenados. Grupo
externo utilizado: Cetopsis coecutiens. Numero de passos = 127, indice de consisténcia =
0,7402 e indice de retencdo = 0,6333. Os numeros acima dos ramos indicam os valores de

bootstrap.

106



Nematogenysinermis
66
39 _|: Cetopsis coecutiens

73 L Corydoras flaveolus
Loricariichthys platymetopon
45 il: Trichomycterus sp. Jacutinga
89 Trichomycterus sp. Alambari
46 24 Trichomycterus aff. iheringi
Trichomycterus areolatus

Liobagrus mediadiposalis

Trichomycterus reinhardti
Diplomystes mesembrinus

Figura 27. Arvore de consenso obtida entre 2.704 4rvores igualmente parcimoniosas
correspondente a andlise de 11 tdxons e 58 caracteres de peso igual e ndo ordenados. Grupo
externo utilizado: Diplomystes mesembrinus. Numero de passos = 147, indice de
consisténcia = 0,7211 e indice de reten¢do = 0,6273. Os nimeros acima dos ramos indicam

os valores de bootstrap.

Trichomycterus reinhardti
51 JA-I: Diplomystes mesembrinus
Liobagrus mediadiposalis

80 ﬁl: Trichomycterus sp. Jacutinga
91 Trichomycterus sp. Alambari
32 30 ———— Trichomycterus aff. iheringi
M L Trichomycterus areolatus
Loricariichthys platymetopon
Corydoras flaveolus
Nematogenys inermis

Cetopsis coecutiens
Citharinus sp.

Figura 28. Arvore de consenso obtida entre 3.965 4rvores igualmente parcimoniosas
correspondente a andlise de 12 tdxons e 58 caracteres de peso igual e ndo ordenados. Grupo
externo utilizado: Citharinus sp.. Numero de passos = 159, indice de consisténcia = 0,6981
e indice de retengdo = 0,6129. Os nuimeros acima dos ramos indicam os valores de

bootstrap.
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ﬁl: Diplomystes mesembrinus

19 Clarias gariepinus

lheringichthys labrosus

5_4|: Pseudobagrus fulvidraco
Leiocassis ussuriensis

Liobagrus mediadiposalis

79 Trichomycterus sp. Jacutinga
[10) 88 Trichomycterus sp. Alambari
28 Trichomycterus aff. iheringi

33 Trichomycterus reinhardti

1 Trichomycterus areolatus

Trachelyopterus lucenai
48 Pseudoplatystoma fasciatum

51 Pimelodus maculatus
37 Sorubim lima
- Rhamdia quelen
— Nematogenys inemis
Loricariichthys platymetopon
Corydoras flaveolus

45

31 — Silurus microdorsalis
L Silurus asotus
Ictalurus punctatus

Cetopsis coecutiens
Citharinus sp.

Figura 29. Arvore de consenso obtida entre 25.892 arvores igualmente parcimoniosas
correspondente a andlise de 24 tdxons e 58 caracteres de peso igual e ndo ordenados. Grupo
externo utilizado: Citharinus sp.. Numero de passos = 269, indice de consisténcia = 0,4758
e indice de retengdo = 0,5983. Os nuimeros acima dos ramos indicam os valores de

bootstrap.
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ﬁl: Nematogenys inermis
Cetopsis coecutiens

Ictalurus punctatus

il: Silurus microdorsalis
Silurus asotus

ﬂl: Pseudoplatystoma fasciatum

Pimelodus maculatus

Sorubim lima

Rhamdia quelen

lheringichthys labrosus
15 — Loricariichthys platymetopon

L— Corydoras flaveolus
LZIZ Pseudobagrus fulvidraco
Leiocassis ussuriensis
Liobagrus mediadiposalis

77 Trichomycterus sp. Jacutinga
_|: Trichomycterus sp. Alambari

Trichomycterus aff. iheringi

11
4
3
48
40
1 24
43
23
9 85
29
35
18

Trichomycterus reinhardti

Trichomycterus areolatus

Trachelyopterus lucenai

Clarias gariepinus

Diplomystes mesembrinus

Figura 30. Arvore de consenso obtida entre 22.832 4rvores igualmente parcimoniosas

correspondente a andlise de 23 tdxons e 58 caracteres de peso igual e ndo ordenados. Grupo

externo utilizado: Diplomystes mesembrinus. Numero de passos = 258, indice de

consisténcia = 0,4884 e indice de retenc¢do = 0,6060. Os nimeros acima dos ramos indicam

os valores de bootstrap.
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Figura 31. Arvore de consenso obtida entre 7.191 4rvores igualmente parcimoniosas

correspondente a andlise de 24 tixons e 58 caracteres de peso igual e ordenados. Grupo

externo utilizado: Citharinus sp.. Numero de passos = 346, indice de consisténcia = 0,3642

e indice de retengdo = 0,6007. Os nimeros acima dos ramos indicam os valores de

bootstrap.
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Figura 32. Arvore de consenso obtida entre 1.518 arvores igualmente parcimoniosas

correspondente a andlise da matriz de dados combinados, com 12 taxons e 389 caracteres
ordenados, sendo 58 da ultraestrutura da espermiogénese e dos espermatozodides e 331
caracteres osteoldgicos e de morfologia externa. Grupos-externos utilizados: Citharinus sp.
(dados de espermatozoide) e H. machadoi (outros dados morfolégicos). Numero de passos
= 540, indice de consisténcia = 0,6574 e indice de retencdo = 0,6766. Os nimeros acima
dos ramos indicam os valores de bootstrap.
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Figura 33. Arvore de consenso obtida entre 581 drvores testadas correspondente 2 anélise

da matriz de dados combinados, com 12 taxons e 389 caracteres ordenados. Numero de
passos = 480. Os numeros acima dos ramos indicam os valores do indice de decaimento
referentes a andlise dos caracteres combinados e os valores abaixo dos ramos sdo
correspondentes ao indice de decaimento apenas dos caracteres osteoldgicos e de

morfologia externa.
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5. DISCUSSAO

5.1. Analise ultraestrutural

As espermatides em Trichomycteridae e Loricariidae encontram-se no interior de
cistos, formados pelos prolongamentos citoplasméticos das células de Sertoli. A abertura
desses cistos ocorre ao término do processo de espermiogénese, sugerindo que a
espermatogénese nessas familias seja do tipo cistica. Esse tipo de espermatogénese ocorre
na maioria dos teledsteos (Mattei, 1993) e entre os Siluriformes nas familias Diplomystidae
(Quagio-Grassiotto et al., 2001) e Pimelodidae (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000;
Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito submetido).

Nas familias Cetopsidae e Callichthyidae as espermdtides sdo encontradas junto
com os espermatozdides, na luz do compartimento germinativo, sugerindo que os cistos se
abrem antes da diferenciacdo final das células germinativas. Assim, a espermatogénese
nessas familias deve ser do tipo semi-cistica. Esse tipo de espermatogénese € menos
comum entre os Teleostei, tendo sido observado em Ophidion sp., familia Ophidiidae
(Mattei, 1993) e em Scorpaena notata, familia Scorpaenidae (Muiioz et al., 2002).

Com relagdo aos processos de espermiogénese analisados em Loricarioidea, a que
mais se aproxima da do tipo I de Mattei (1970) € a que ocorre no Trichomycteridae, 7.
areolatus. Nesta espécie, o desenvolvimento do flagelo nas espermadtides iniciais € lateral e
a rotagc@o nuclear € praticamente completa; entretanto, o flagelo ndo assume uma posi¢ao
perpendicular em relacdo ao nucleo, mas sim excéntrica. Nas outras espécies de
Trichomycteridae analisadas, o desenvolvimento inicial do flagelo também ocorre
lateralmente ao nucleo, porém a rotacdo nuclear € parcial, o que resulta na permanéncia do
flagelo em posi¢do lateral ao nucleo nos espermatozdides. Em todos os Trichomycteridae o
canal citoplasmatico se forma pela migra¢do do complexo centriolar em direcdo ao nucleo.

Segundo Mattei (1970), os eventos iniciais que ocorrem no processo de
espermiogénese, como o inicio do desenvolvimento flagelar lateral ao nucleo e a formacao
do canal citoplasmdtico pelo movimento do complexo centriolar em dire¢do ao nucleo,

verificados em alguns Siluriformes, € algo que também ocorre, na maioria dos membros de
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Teleostei com fertilizagdo externa. A ocorréncia de rotagdo nuclear corresponde também a
um padrdo para a maioria dos teledsteos, enquanto que a auséncia de rotacdo nuclear até
entdo considerada uma caracteristica da ordem Perciformes, também € encontrada em
Acestrorhynchus falcatus, da ordem Characiformes (Matos, 2000). Em ambos os casos o
desenvolvimento do flagelo € lateral ao nicleo. Nas familias de Loricarioidea,
Callichthyidae e Loricariidae e também em Cetopsidae, a ndo observancia destes eventos,
sugere que devam ser propostas adequagdes nos tipos de espermiogénese ja definidos ou
sejam propostas novas definicdes. Como exemplo entre Siluriformes, tem-se a
espermiogénese observada na familia Pimelodidae que foi descrita e classificada como do
tipo III por Quagio-Grassiotto e Oliveira (manuscrito submetido) nas espécies Pimelodus
maculatus e Pseudoplatystoma fasciatum, por diferir consideravelmente dos tipos I e II de
Mattei (1970).

A espermiogénese nos Loricarioidea, C. flaveolus (Callichthyidae) e L.
platymetopon (Loricariidae), apresentam algumas similaridades com a espermiogénese do
tipo III, no que diz respeito a permanéncia do complexo centriolar preso a membrana
plasmética e, como conseqiiéncia, a sua ndo migracdo e a auséncia de rotacdo nuclear.
Entretanto, sdo verificadas algumas particularidades, principalmente com relagdo a
formacgdo do canal citoplasmatico, sendo possivel que essa estrutura, nos espermatozoides
de C. flaveolus e de L. platymetopon, seja resultante da projecdo da massa citoplasmatica
da espermatide tardia em direcdo a regido inicial do flagelo além da interconexao, nessa
mesma regido, de vesiculas presentes no citoplasma da futura peca intermedidria.

Em C. coecutiens, da familia Cetopsidae, considerada grupo-irmdo de todos os
outros Siluriformes, exceto Diplomystidae (de Pinna, 1998; Britto, 2003), a espermiogénese
corresponde a observada em L. platymetopon.

A generalizagdo da proposta de Mattei (1970) conduz a suposicdo de que nos
Siluriformes a espermiogénese seria do tipo I. O mesmo autor chama, no entanto, a aten¢ao
para a existéncia de processos intermedidrios de espermiogénese que levariam a um
posicionamento excéntrico do flagelo. Entre as espécies de Siluriformes para as quais ha
dados sobre a ultraestrutura da espermiogénese, somente a espermiogénese do siluriforme

mais basal, D. mesembrinus, Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001) corresponde
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exatamente a do tipo I de Mattei (1970), com o desenvolvimento lateral do flagelo,
formacdo do canal citoplasmdtico pela migracdo do complexo centriolar em direcdo ao
ndcleo, ocorréncia de rotagdo nuclear completa em relacdo ao flagelo e posicao
perpendicular do flagelo no espermatozdide. No estudo sobre a ultraestrutura da
espermiogénese e dos espermatozdides de peixes da ordem Characiformes, familia
Characidae, realizado por Gusmao-Pompiani (2003), a maioria das espécies analisadas
apresenta espermiogénese do tipo I de Mattei (1970), porém com rotacio nuclear, as vezes
parcial; mostrando que este tipo de espermiogénese pode ser encontrado em outros
Otophysi. Além disso, os resultados apresentados por esta autora indicam que hd pelo
menos dois padrdes relativamente bem definidos de espermiogénese em Characidae; ndo
ocorrendo o mesmo em Siluriformes, que apresenta processos de espermiogé€nese
consideravelmente varidveis.

Em termos comparativos, € possivel estabelecer relagdes, entre as espécies de
Siluriformes, no que diz respeito a espermiogénese. Assim, o desenvolvimento inicial do
flagelo € medial em Loricariidae e também em Cetopsidae, sendo o mesmo compartilhado
por Pimelodidae (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000; Quagio-Grassiotto e Oliveira,
manuscrito submetido). O desenvolvimento € lateral em Trichomycteridae e Callichthyidae,
como também em Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001). A presenca do
movimento do complexo centriolar em Trichomycteridae, também € observado em
Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001). Em Callichthyidae e Loricariidae, e
também em Cetopsidae, o complexo centriolar ndo migra em direcdo ao nucleo, o que é
observado em Pimelodidae (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000; Quagio-Grassiotto e
Oliveira, manuscrito submetido). Apenas nas espécies da familia Pimelodidae, a formacao
do canal citoplasméatico ndo ocorre. Nas espécies em que ocorre a formacdo do canal
citoplasmatico, esta formagao se d4 pela migracdo do complexo centriolar, como observado
em Trichomycteridae e em Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001), enquanto que
em Callichthyidae, Loricariidae e Cetopsidae, é possivel que a formacdo do canal
citoplasmadtico ocorra pela migragdo da massa citoplasmatica em dire¢do ao flagelo e pela
interconexdo de vesiculas. Entre os Loricarioidea, somente em Trichomycteridae ¢é

observada a ocorréncia de rotagdo nuclear, o mesmo ocorrendo em Diplomystidae (Quagio-
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Grassiotto et al., 2001). Outro processo que ocorre durante a espermiogénese € a formagao
da fossa nuclear, como observada em Trichomycteridae, Callichthyidae, Cetopsidae e
Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001).

Quanto aos caracteres ultraestruturais dos espermatozéides das diferentes espécies
de Siluriformes, verifica-se que estas células apresentam cabeca sem vesicula acrossomal,
peca intermedidria e flagelo. A auséncia da vesicula acrossomal nestes espermatozdides €
considerada uma caracteristica apomorfica dos Neopterygii (Jamieson, 1991; Mattei, 1991).

O nicleo do espermatozéide dos Loricarioidea, Trichomycteridae, 7. aff. iheringi,
T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), T. areolatus, Callichthyidae e Loricariidae, apresenta
formato arredondado, o que também € observado em Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et
al., 2001), Clariidae (Mansour et al., 2002), Siluridae (Kwon et al., 1998; Lee e Kim, 2000)
e nos Pimelodidae, S. lima (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000) e I. labrosus (Santos et
al., 2001). No Trichomycteridae, T. reinhardti o nicleo € ovdide com o seu maior €ixo na
horizontal. Apesar do formato do nicleo do espermatozéide em Nematogenyidae ter sido
definido também por esse formato, o seu eixo maior corresponde a largura do nucleo,
enquanto que em 7. reinhardti, o eixo maior corresponde ao comprimento do nucleo.
Nicleos de formato ovoéide também sao observados nos Pimelodidae, Pimelodus maculatus
e Pseudoplatystoma fasciatum (Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito submetido),
porém o eixo maior desses nucleos € no sentido vertical. Em Cetopsidae, os ntcleos
possuem formato semi-ovdide, sendo o mesmo observado em Bagridae (Lee, 1998; Kim e
Lee, 2000) e em Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982). Em Amblycipitidae (Lee e Kim,
1999) o nucleo € semi-arredondado. Os espermatozdides de R. quelen, da familia
Heptapteridae (Quagio-Grassiotto, 2001), de T. lucenai, da familia Auchenipteridae (Burns
et al., 2002) e do caraciforme, Citharinus sp. (Mattei, 1995) apresentam nicleos com o
formato conico. Com base no exposto, observa-se que nos espermatozéides de Siluriformes
ocorre uma variagdo consideravel no formato dos nucleos.

As medidas realizadas mostram que o comprimento dos nicleos dos
espermatozodides dos Siluriformes analisados, em média, é de 1,87+1,05um. Todas as
espécies de Loricarioidea analisadas apresentam nicleos de comprimento curto, com menos

de 2,0um; caracteristica que € compartilhada pela grande maioria dos Siluriformes
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observados. Variacdes neste comprimento sdo observadas em R. quelen, da familia
Heptapteridae (Quagio-Grassiotto, 2001) e em Citharinus sp. (Mattei, 1995), que
apresentam nucleos de comprimento médio, variando entre 2,0 e 3,0um. J4 em 7. lucenai,
da familia Auchenipteridae, o nicleo é longo, apresentando 6,5(m em comprimento (Burns
et al., 2002).

Quanto a largura dos nucleos dos Siluriformes, tem-se que em média, eles
apresentam 1,62+0,43um. Nicleos com largura média, entre 1,0 e 2,5um sdo observados
em Trichomycteridae, Callichthyidae e Loricariidae e em grande parte das outras familias
de Siluriformes. Os nucleos dos espermatozdides de Nematogenyidae diferem dos demais
Loricarioidea, uma vez que sao largos, com 2,82um. Em Auchenipteridae os nicleos sio
estreitos, medindo 0,44um em largura. Com base em suas andlises, Jamieson (1991) propds
que os nucleos dos espermatozdides dos peixes teledsteos de fertilizagdo externa, em geral,
apresentam um diadmetro aproximado de 2,0 wm.

Na ordem Siluriformes o padrdo de compactagdo da cromatina mostra-se de duas
formas: homogéneo ou heterogéneo. O homogéneo, no qual a cromatina ¢ compactada
uniformemente ao longo da espermiogénese, observado em Nematogenyidae, na maioria
dos Trichomycteridae, Callichthyidae e Loricariidae, é compartilhado com outras familias
de Siluriformes: Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999), Siluridae (Kwon et al., 1998; Lee e
Kim, 2000), Pimelodidae (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000; Santos et al., 2001;
Quagio-Grassiotto, manuscrito submetido), Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982),
Heptapteridae (Quagio-Grassiotto, 2001), Auchenipteridae (Burns et al., 2002) e Bagridae
(Lee, 1998; Kim e Lee, 2000). Em Nematogenyidae, Trichomycteridae, Callichthyidae e
Loricariidae, essa cromatina encontra-se entremeada por dreas elétron-licidas, da mesma
forma que em Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999), no Siluridae, S. microdorsalis (Lee e
Kim, 2000), Pimelodidae (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000; Santos et al., 2001;
Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito submetido), Ictaluridae (Poirier e Nicholson,
1982) e no Bagridae, P. fulvidraco (Lee, 1998). O padrao de compactacdo da cromatina
observado no Trichomycteridae, T. reinhardti difere dos demais Loricarioidea analisados;

apresentando-se heterogéneo, na forma de filamentos finos justapostos com dreas eletron-
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licidas. Esta caracteristica também estd presente em C. coecutiens, da familia Cetopsidae.
Em Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001), Clariidae (Mansour et al., 2002) e no
caraciforme, Citharinus sp. (Mattei, 1995), o padrdo de compacta¢do da cromatina apesar
de ser heterogéneo, se apresenta na forma de grumos justapostos. A despeito de ter sido
observado, nestas espécies da ordem Siluriformes, o padrdao heterogéneo de compactacio
da cromatina, Jamieson (1991) e Mattei (1991) descrevem que, em geral, o niicleo dos
espermatozdides da maioria dos Otophysi apresenta cromatina altamente compactada de
forma homogénea.

A fossa nuclear, uma depressdo encontrada no contorno nuclear voltado para o
flagelo, pode ou ndo estar presente nos espermatozoides dos teledsteos (Jamieson, 1991;
Mattei, 1991). Dentre as familias de Loricarioidea, a fossa nuclear esta ausente em
Nematogenyidae e Loricariidae. Essa condicdo também é observada em outras familias de
Siluriformes, como Pimelodidae (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000; Santos et al., 2001;
Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito submetido) e Heptapteridae (Quagio-Grassiotto,
2001). Nas familias em que a fossa nuclear estd presente, esta estrutura pode apresentar
formato, profundidade e largura varidveis. Em Trichomycteridae, Callichthyidae e
Cetopsidae, a fossa nuclear possui formato de arco unico, o que é compartilhado por
Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001), Clariidae (Mansour et al., 2002), no
Pimelodidae, I. labrosus (Santos et al., 2001), Auchenipteridae (Burns et al., 2002),
Bagridae (Lee, 1998; Kim e Lee, 2000) e Citharinus sp. (Mattei, 1995). A familia Siluridae
(Kwon et al., 1998; Lee e Kim, 2000) apresenta fossa nuclear em arco tnico ramificado.
Fossa nuclear em arco duplo é encontrada em Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999) e em
Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982).

Em média, a profundidade da fossa nuclear encontrada nos nucleos dos
espermatozodides dos Siluriformes € de 0,5240,26pum. A profundidade da fossa nuclear é
muito rasa, com menos de 0,25 pum, em Callichthyidae, o mesmo ocorrendo no
Pimelodidae, I. labrosus (Santos et al., 2001) e no characiforme Citharinus sp. (Mattei,
1995). Na maioria das espécies de Trichomycteridae analisadas, a fossa nuclear € rasa,
variando entre 0,25 e 0,5 wm, da mesma forma que em Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999),

Auchenipteridae (Burns et al., 2002) e em Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982).
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Espermatozéides com fossa nuclear de profundidade moderada, de 0,5 a 0,75 wm, sdo
encontrados em 7. aff. Theringi, da familia Trichomycteridae e em Cetopsidae. Esta mesma
profundidade € observada nas familias Clariidae (Mansour et al., 2002) e Siluridae para S.
asotus (Kwon et al., 1998). Fossa nuclear profunda com mais de 0,75 wm estd presente em
Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001), no Siluridae, S. microdorsalis (Lee e Kim,
2000) e em Bagridae (Lee, 1998; Kim e Lee, 2000). Lee e Kim (2001) afirmam que a
presenca de uma fossa nuclear profunda nos espermatozéides pode representar uma
sinapomorfia que unifica os Siluriformes, enquanto que espermatozéides com uma fossa
nuclear rasa ocorrem em outros grupos de Otophysi como Cypriniformes e Characiformes.
Os dados obtidos e os disponiveis na literatura sobre a ultraestrutura dos espermatozoides
em Siluriformes mostram que a profundidade da fossa nuclear, quando esta existe, ¢
extremamente varidvel.

Com base nas medidas realizadas, a largura da fossa nuclear em Siluriformes, em
média, é de 0,41+0,15um. Ela se mostra estreita, com menos de 0,3 um, no
Trichomycteridae, 7. reinhardti, ocorrendo o mesmo para Diplomystidae (Quagio-
Grassiotto et al., 2001), Clariidae (Mansour et al., 2002), no Pimelodidae, I. labrosus
(Santos et al., 2001) e em Auchenipteridae (Burns et al., 2002). Ja no Trichomycteridae, 7.
areolatus a fossa nuclear € larga, com mais de 0,6 wum em largura, o que também ¢&
verificado para Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982). Os outros Trichomycteridae,
Nematogenyidae, Callichthyidae e Loricariidae apresentam fossa nuclear com largura
média, variando entre 0,3 e 0,6 wm; o que € compartilhado por outras familias de
Siluriformes. Com base no exposto, observa-se que a largura da fossa nuclear em
Trichomycteridae € varidvel, uma vez que as espécies analisadas apresentam esta estrutura
com larguras estreita, média e larga.

A fossa nuclear € lateral em quase todos os Trichomycteridae, enquanto € excéntrica
em 7. areolatus e também em Callichthyidae. Fossa nuclear excéntrica é encontrada
também em Auchenipteridae (Burns et al., 2002). Na maioria das espécies de Siluriformes,
incluindo a familia Cetopsidae, a fossa nuclear assume uma posicao medial em relacdo ao

nucleo.
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A posicio do complexo centriolar, constituido pelo centriolo proximal e pelo
centriolo distal, em relacdo ao nucleo estd associada com a existéncia, ao formato e a
profundidade da fossa nuclear. Desta forma, nas familias em que a fossa nuclear estd
ausente, o complexo centriolar posiciona-se distante do niicleo, como em Nematogenyidae,
enquanto que em Loricariidae, outro Loricarioidea que ndo possui fossa nuclear, o
complexo centriolar situa-se junto ao nucleo, como em Pimelodidae (Quagio-Grassiotto e
Carvalho, 2000; Santos et al., 2001; Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito submetido) e
Heptapteridae (Quagio-Grassiotto, 2001). Nas outras familias de Siluriformes, em que a
fossa nuclear estd presente, o complexo centriolar encontra-se totalmente fora da mesma
em Callichthyidae, como observado no Pimelodidae, I. labrosus (Santos et al., 2001).
Apesar de na maioria das espécies de Trichomycteridae analisadas, somente o centriolo
proximal se encontrar inserido na fossa nuclear, no Trichomycteridae, 7. areolatus, o
complexo centriolar encontra-se totalmente inserido na fossa nuclear. O mesmo ¢é
observado em Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001), Clariidae (Mansour et al.,
2002) e Bagridae (Lee, 1998; Kim e Lee, 2000). Fossa nuclear com centriolo proximal
totalmente inserido e centriolo distal parcialmente inserido € observada em Siluridae
(Kwon et al., 1998; Lee e Kim, 2000) e Auchenipteridae (Burns er al., 2002). No
caraciforme Citharinus sp. somente o centriolo distal encontra-se inserido na fossa nuclear
(Mattei, 1995).

De acordo com Mattei (1988), nos espermatozodides biflagelados, os centriolos nao
sao referidos como complexo centriolar, e, portanto, ndo diferenciados em centriolo
proximal e distal, uma vez que cada um dos centriolos transforma-se em corpusculo basal e
d4 origem a um flagelo. Nas espécies em que os espermatozoéides sdo biflagelados, € a
posicado dos centriolos ou corpusculos basais que esté relacionada com a fossa nuclear e nao
o complexo centriolar. Assim, em Cetopsidae os corpusculos basais encontram-se
totalmente inseridos na fossa nuclear, o que € compartilhado por Amblycipitidae (Lee e
Kim, 1999). Entretanto, em Ictaluridae, os corpisculos basais encontram-se parcialmente
inseridos na fossa nuclear (Poirier e Nicholson, 1982).

Quanto ao arranjo dos centriolos proximal e distal ou dos corpuisculos basais, um

em relacdo ao outro, observa-se que os centriolos sdo laterais em Nematogenyidae, nos
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Trichomycteridae, T. areolatus, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari), T. reinhardti e em
Cetopsidae, o que também € evidenciado em Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999),
Heptapteridae (Quagio-Grassiotto, 2001), Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982) e
Citharinus sp. (Mattei, 1995). As demais espécies de Loricarioidea analisadas apresentam
centriolo proximal anterior em relacdo ao distal; sendo esta caracteristica também
compartilhada pelas outras familias de Siluriformes analisadas.

Segundo Kwon e colaboradores (1998), os centriolos proximal e distal ou os
corpusculos basais variam consideravelmente suas posicdes relativas nos espermatozdides
dos teledsteos, podendo ser paralelos, co-axiais ou formarem, entre si, angulos: reto, obtuso
ou agudo. Centriolo proximal formando um angulo obtuso com o distal € observado na
maioria dos Trichomycteridae analisados, 0 mesmo ocorrendo em Clariidae (Mansour et al.
2002) e no Siluridae, S. asotus (Kwon et al., 1998). J4 o Trichomycteridae, T. reinhardti
possui centriolo proximal em angulo reto com o distal, o que também ocorre em R. quelen,
da familia Heptapteridae (Quagio-Grassiotto, 2001). Em Callichthyidae o centriolo
proximal € coaxial ao distal, sendo esta caracteristica compartilhada pelas espécies da
familia Bagridae (Lee, 1998; Kim e Lee, 2000). Em Loricariidae o centriolo proximal &
lateral e em angulo reto em relacdo ao distal, ndo sendo observada, at¢ o momento em
Siluriformes, posicionamento semelhante. Os centriolos ou corpusculos basais sdo paralelos
nos espermatozdides de Nematogenyidae e Cetopsidae, como também em Amblycipitidae
(Lee e Kim, 1999), Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982) e no characiforme, Citharinus
sp.. Em Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001) o centriolo proximal &
perpendicular ao distal, como em S. microdorsalis, da familia Siluridae (Lee e Kim, 2001),
Pimelodidae (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000; Santos et al., 2001; Quagio-Grassiotto e
Oliveira, manuscrito submetido) e em Auchenipteridae (Burns et al., 2002). Entre estes
possiveis arranjos, Jamieson (1991) considera que o arranjo em que centriolo proximal é
perpendicular em relacdo ao distal seja uma caracteristica plesiomérfica para os
espermatozodides de peixes. Os resultados obtidos demonstram a diversidade de posicao
relativa entre os centriolos encontrada na superfamilia Loricarioidea, bem como nos outros

Siluriformes.
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Na grande maioria das espécies de Loricarioidea analisadas, a peca intermedidria
apresenta uma localizacdo basal em relacdo ao nucleo. Esta caracteristica € compartilhada
por quase todas as outras familias de Siluriformes para quais hd dados disponiveis.
Jamieson (1991) e Mattei (1991) mostram que esta localizagdo € realmente a mais
encontrada entre os Teleostei. Entretanto, nos espermatozéides do Trichomycteridae, T.
reinhardti a peca intermedidria € basolateral, sendo o mesmo observado em Ictaluridae
(Poirier e Nicholson, 1982). Apesar da localizacdo ser similar em Ictaluridae e no
Trichomycteridae, 7. reinhardti, o citoplasma da peca intermedidria em Ictaluridae
distribui-se simetricamente.

Quanto a simetria da peca intermedidria, observa-se que nos Loricarioidea
analisados a peca intermedidria é simétrica apenas em Nematogenyidae. O mesmo ocorre
em Cetopsidae e em grande parte das outras familias de Siluriformes, como em
Diplomystidae (Quagio-Grassiotto ef al., 2001), Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999),
Clariidae (Mansour et al., 2002), Siluridaec (Kwon et al., 1998; Lee e Kim, 2001),
Pimelodidae (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000; Santos et al., 2001; Quagio-Grassiotto e
Oliveira, manuscrito submetido), Heptapteridae (Quagio-Grassiotto, 2001), Bagridae (Lee,
1998; Kim e Lee, 2000), Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982) e em Citharinus sp.. Os
outros Loricarioidea: Trichomycteridae, Callichthyidae e Loricariidae apresentam peca
intermedidria assimétrica, da mesma forma que em Auchenipteridae (Burns et al., 2002).

O comprimento, em média, da peca intermedidria das espécies de Siluriformes
analisadas € de 1,21+0,58um. Entre os Loricarioidea, as familias Trichomycteridae,
Callichthyidae e Loricariidae possuem espermatozéides cuja peca intermedidria apresenta
comprimento médio, entre 1,0 wm e 1,7 um. Isto também € observado em S. microdorsalis,
da familia Siluridae (Lee e Kim, 2001), Pimelodus maculatus, da familia Pimelodidae
(Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito submetido), Heptapteridae (Quagio-Grassiotto,
2001), no Bagridae, Pseudobagrus fulvidraco (Lee, 1998), Ictaluridae (Poirier e Nicholson,
1982) e em Citharinus sp.. No Loricarioidea, N. inermis, da familia Nematogenyidae, a
peca intermedidria € longa, apresentando mais de 1,7 pum em comprimento, a semelhanca
de T. lucenai, da familia Auchenipteridae (Burns er al., 2002). J4 a familia Cetopsidae

apresenta peca intermedidria curta, com menos de 1,0 wm, o que estd presente também em
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Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999), Clariidae (Mansour et al., 2002), no Siluridae, S. asotus
(Kwon et al., 1998), nos Pimelodidae, P. fasciatum, S.lima e I. labrosus (Quagio-Grassiotto
e Carvalho, 2000; Santos et al., 2001; Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito submetido)
e no Bagridae, L. ussuriensis (Kim e Lee, 2000).

As medidas da largura da peca intermedidria mostram que esta apresenta, em
média, 1,65+0,66pum. Na maioria dos Loricarioidea analisados, a peca intermedidria tem
largura média variando de 0,7 a 2,3 um, o que ocorre também nos espermatozoéides das
demais espécies de Siluriformes observadas. Uma excecdo em Loricarioidea é N. inermis,
da familia Nematogenyidae, que possui pe¢a intermedidria larga, com 3,90um em largura.
Peca intermedidria larga, como encontrada em Nematogenyidae, € observada também em
Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982). Por outro lado, o espermatozdide de 7. lucenai, da
familia Auchenipteridae (Burns et al., 2002) apresenta peca intermedidria estreita, com
largura de 0,55um.

Todas as familias de Loricarioidea analisadas t€ém canal citoplasmatico, sendo que
esta caracteristica é compartilhada por Cetopsidae e por outras familias de Siluriformes.
Entre os Siluriformes analisados, hd familias em que o canal citoplasmético estd ausente
nos espermatozdides, como em Clariidae (Mansour et al., 2002), Pimelodidae (Quagio-
Grassiotto e Carvalho, 2000; Santos et al., 2001; Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito
submetido), Heptapteridae (Quagio-Grassiotto, 2001). Em Diplomystidae, o canal
citoplasmatico formado durante a espermiogénese, em D. mesembrinus, ndo se mantém no
espermatozdide (Quagio-Grassiotto et al., 2001). Nos grupos em que o canal citoplasmético
estd presente, esta estrutura pode variar em nimero. O canal citoplasmético € tnico nas
espécies de Loricarioidea e em Cetopsidae e na maioria dos espermatozéides das outras
familias da ordem analisadas. J4 os espermatozdides biflagelados de L. mediadiposalis, da
familia Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999) e de I. punctatus, da familia Ictaluridae (Poirier
e Nicholson, 1982) apresentam dois canais citoplasmaticos, sendo um canal citoplasmético
para cada flagelo. Com base nos resultados obtidos, a presenca de dois flagelos no
espermatozdéide ndo € condi¢do para a presenca de dois canais citoplasmaticos, uma vez que
os espermatozodides biflagelados de Nematogenyidae e Cetopsidae apresentam apenas um

canal citoplasmatico compartilhado pelos dois flagelos.
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O canal citoplasmatico em Siluriformes apresenta um comprimento, em média, de
0,92+0,61um. Em Nematogenyidae, Callichthyidae e Loricariidae, o canal citoplasmético é
curto, medindo menos que 0,70 wm. Esta condi¢do também € encontrada em Cetopsidae e
em outras familias de Siluriformes, como Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999) e Siluridae,
para S. asotus (Kwon et al., 1998). A familia Trichomycteridae possui canal citoplasmético
com comprimento médio, entre 0,7 e 1,5 um, sendo que o mesmo ocorre no Siluridae, S.
microdorsalis (Lee e Kim, 2001), Bagridae (Lee, 1998; Kim e Lee, 2000), Ictaluridae
(Poirier e Nicholson, 1982) e no characiforme Citharinus sp.. Canal citoplasmatico longo,
com 2,65um de comprimento, € observado em Auchenipteridae (Burns et al., 2002).

Em média, a largura do canal citoplasmatico nos espermatozéides dos Siluriformes
¢ de 0,42+0,14um. A maioria dos espermatozéides dos Siluriformes analisados, incluindo
Callichthyidae, Loricariidae e os Trichomycteridae, T aff. iheringi, T. sp (Jacutinga) e 7. sp
(Alambari), apresentam canal citoplasmdtico de largura média, variando entre 0,32 a 0,6
um. Entretanto, os espermatozdides dos Trichomycteridae, T. areolatus e T. reinhadlti,
apresentam canal citoplasmatico estreito, com menos de 0,32 um, o que também ocorre nas
espécies L. mediadiposalis, Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999) e T. lucenai,
Auchenipteridae (Burns et al., 2002). Ja o Loricarioidea, N. inermis, Nematogenyidae,
apresenta canal citoplasmaético largo, com 0,88 pum.

As mitocondrias presentes nos espermatozdides dos Otophysi variam em quantidade
e forma, além de variar também quanto a posicdo e distribui¢do na peca intermedidria
(Jamieson, 1991; Mattei, 1988, 1991). As espécies de Trichomycteridae analisadas
possuem poucas mitocondrias na peca intermedidria. Entre os demais Siluriformes, a
maioria das espécies apresenta uma quantidade similar de mitocondrias na peca
intermedidria. Com relacdo as outras familias de Loricarioidea, a peca intermedidria, em
Nematogenyidae e em Callichthyidae, contém uma grande quantidade de mitocondrias.
Embora a familia Loricariidae apresente muitas mitocondrias na pega intermedidria, essa
quantidade ndo atinge aquela observada na pega intermedidria das familias
Nematogenyidae e Callichthyidae. No siluriforme mais basal, D. mesembrinus, familia
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Diplomystidae, uma tunica mitocondria € encontrada na peca intermedidria (Quagio-
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Grassiotto et al., 2001). A peca intermedidria dos espermatozédides em Amblycipitidae (Lee
e Kim, 1999), Siluridae (Kwon et al., 1998; Lee e Kim, 2001), Auchenipteridae (Burns et
al., 2002) e Bagridae (Lee, 1998; Kim e Lee, 2000) apresenta uma quantidade moderada de
mitocondrias. Baccetti e colaboradores (1984), consideram o niimero de mitocdndrias uma
caracteristica espécie-especifica, representando um bom carater em estudos filogenéticos
inter-especificos.

Com relac@o ao formato das mitocondrias encontradas na peca intermedidria, tem-se
que em Nematogenyidae e Callichthyidae, as mitocondrias sdo alongadas e ramificadas,
enquanto que na maioria dos Trichomycteridae e em Loricariidae, as mitocOndrias sdo
alongadas; condi¢do observada em grande parte das outras familias de Siluriformes
analisadas. No Trichomycteridae, T. reinhardti sdo encontradas mitocondrias com formato
irregular. Este formato estd presente ainda em Clariidae (Mansour et al., 2002), no
Siluridae, S. asotus (Kwon er al.,, 1998) e nos Pimelodidae, Pimelodus maculatus,
Pseudoplatystoma fasciatum e I. labrosus (Santos et al., 2001; Quagio-Grassiotto e
Oliveira, manuscrito submetido). Mitocondrias arredondadas ocorrem em Cetopsidae e
também em Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999), no Siluridae, S. microdorsalis (Lee e Kim,
2001) e no Bagridae, P. fulvidraco (Lee, 1998; Kim e Lee, 2000). Em Diplomystidae, a
unica mitocOndria possui formato em C (Quagio-Grassiotto et al., 2001).

Entre os Loricarioidea, as familias Trichomycteridae, Callichthyidae e Loricariidae
apresentam mitocondrias posicionadas nas regides apical, medial e basal da peca
intermedidria. Esta posicio € compartilhada pela maioria das outras espécies de
Siluriformes. Em Nematogenyidae e também em Cetopsidae, as mitocondrias encontram-se
posicionadas nas regides apical e medial na peca intermediaria, como em Diplomystidae
(Quagio-Grassiotto et al., 2001), no Siluridae, S. asotus (Kwon et al., 1998) e em
Heptapteridae (Quagio-Grassiotto, 2001). As mitocdndrias posicionam-se na regido apical
da peca intermedidria nos Pimelodidae, Pimelodus maculatus, Pseudoplatystoma fasciatum
e S. lima (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000; Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito
submetido) e no characiforme Citharinus sp. (Mattei, 1995).

Quanto a distribuicdo das mitocondrias, observa-se que, em geral, as mitocondrias

distribuem-se central e perifericamente na peca intermedidria da maioria dos
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espermatozoéides dos Siluriformes analisados, incluindo os Loricarioidea das familias
Nematogenyidae, Callichthyidae e Loricariidae. Em Trichomycteridae, as mitocOndrias
distribuem-se aleatoriamente na peca intermedidria, diferindo do observado para os outros
Loricarioidea; contudo, esta distribui¢cdo também ocorre em Auchenipteridae (Burns et al.,
2002) e Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982). MitocOndrias distribuidas apenas na
periferia da peca intermedidria sdo observadas em Cetopsidae e Pimelodidae (Quagio-
Grassiotto e Oliveira, manuscrito submetido).

Como na maioria das espécies de Siluriformes analisadas, nas familias
Trichomycteridae e Loricariidae, as mitocOndrias presentes na peca intermedidria
encontram-se isoladas do segmento inicial do flagelo apenas pelo canal citoplasmético. No
entanto, nas outras espécies de Loricarioidea, das familias Nematogenyidae e
Callichthyidae, as mitocOndrias estdo separadas do flagelo ndao s6 pelo canal
citoplasmatico, mas também por vesiculas. Esta mesma caracteristica estd presente em
Cetopsidae, bem como em Siluridae (Kwon et al., 1998; Lee e Kim, 2001), Ictaluridae
(Poirier e Nicholson, 1982) e no caraciforme Citharinus sp. (Mattei, 1995).

As vesiculas encontradas na peca intermedidria dos espermatozéides dos
Siluriformes podem variar em quantidade, posi¢ao e distribuicdo e podem ainda estar
interconectadas umas as outras e/ou com a membrana plasmadtica formando compartimentos
membranosos. Entre os Loricarioidea analisados apenas o Trichomycteridae, T. reinhardti,
ndo apresenta vesiculas na peca intermedidria, sendo esta auséncia compartilhada pelos
espermatozdides de Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001), Amblycipitidae (Lee e
Kim, 1999), Auchenipteridae (Burns et al., 2002) e Bagridae (Lee, 1998; Kim e Lee, 2000).
Nos espermatozéides das outras familias de Loricarioidea, bem como de outros
Siluriformes existem vesiculas na peca intermedidria. A presenca de vesiculas na peca
intermedidria também € compartilhada por outros grupos de Otophysi, como Cypriniformes
(Baccetti et al., 1984; Jamieson, 1991) e Characiformes (Mattei et al., 1995; Gusmao-
Pompiani, 2003; Quagio-Grassiotto et al., 2003). Isto sugere uma condi¢do plesiomorfica
do cardter em questdo, embora ndo observado em Diplomystidae, considerada a familia

mais basal dentro de Siluriformes.
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Entre os Siluriformes analisados, a maioria das espécies apresenta uma quantidade
de vesiculas na peca intermedidria que varia entre pequena e moderada. Com relacdo aos
Loricarioidea, o Trichomycteridae, 7. areolatus e o Callichthyidae, C. flaveolus, possuem
poucas vesiculas na peca intermedidria, enquanto que nos outros Trichomycteridae e
Loricariidae, a quantidade de vesiculas é moderada. J4 a peca intermedidria do
espermatozoéide de N. inermis, da familia Nematogenyidae contém muitas vesiculas, sendo
o mesmo observado nos espermatozéides de Cetopsidae e de Citharinus sp. (Mattei, 1995).

As vesiculas posicionam-se nas regides medial e basal da peca intermedidria dos
espermatozdides em Loricariidae e também em Heptapteridae (Quagio-Grassiotto, 2001),
no Siluridae, S. asotus (Kwon et al., 1998), no Pimelodidae, P. fasciatum (Quagio-
Grassiotto e Oliveira, manuscrito submetido) e no caraciforme Citharinus sp. (Mattei,
1995). Em Nematogenyidae e em Callichthyidae as vesiculas encontram-se posicionadas
apenas na regido basal da peca intermedidria. Nos outros Siluriformes, incluindo as
espécies da familia Trichomycteridae, as vesiculas sdo encontradas nas regides apical,
medial e basal da peca intermedidria.

Quanto a distribuicdo das vesiculas, observa-se que em Callichthyidae, as vesiculas
distribuem-se na periferia da peca intermedidria, o que é observado também em Clariidae
(Mansour et al., 2002) e Heptapteridae (Quagio-Grassiotto, 2001). Em Nematogenyidae e
em Cetopsidae, as vesiculas distribuem-se central e perifericamente na peca intermediaria.
Esta distribui¢do é encontrada também em Siluridae (Kwon et al., 1998; Lee e Kim, 2001),
nos Pimelodidae, Pimelodus maculatus e Pseudoplatystoma fasciatum (Quagio-Grassiotto e
Oliveira, manuscrito submetido) e no caraciforme Citharinus sp. (Mattei, 1995). Vesiculas
distribuidas aleatoriamente na peca intermedidria ocorrem em Trichomycteridae e
Loricariidae, sendo isto compartilhado pelos Pimelodidae, S. lima e I. labrosus (Quagio-
Grassiotto e Carvalho, 2000; Santos er al., 2001) e Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982).

As vesiculas encontram-se, na peca intermedidria dos espermatozdides do
Trichomycteridae, 7. areolatus, Callichthyidae e de Loricariidae, isoladas. Esta
caracteristica estd presente também em Clariidae (Mansour et al., 2002) e em Citharinus sp.
(Mattei, 1995). J4 em Nematogenyidae e Cetopsidae as vesiculas encontram-se conectadas,

sendo que o mesmo ocorre em S. asotus, Siluridae (Kwon et al., 1998) e Heptapteridae
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(Quagio-Grassiotto, 2001). Vesiculas tanto isoladas quanto conectadas sao observadas na
peca intermedidria dos espermatozdides da maioria dos Trichomycteridae, bem como no
Siluridae, S. microdorsalis (Lee e Kim, 2001), Pimelodidae (Quagio-Grassiotto e Carvalho,
2000; Santos et al., 2001; Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito submetido) e em
Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982).

As vesiculas presentes na peca intermedidria dos espermatozdides de
Nematogenyidae e Trichomycteridae mostram-se conectadas umas com as outras, 0 mesmo
ocorrendo em Cetopsidae e para outras familias de Siluriformes, como em S. asotus,
Siluridae (Kwon et al., 1998) e em Heptapteridae (Quagio-Grassiotto, 2001). No Siluridae,
S. microdorsalis (Lee e Kim, 2001), Pimelodidae (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 2000;
Santos et al., 2001; Quagio-Grassiotto e Oliveira, manuscrito submetido) e em Ictaluridae
(Poirier e Nicholson, 1982), as vesiculas além de se conectarem umas com as outras,
também se conectam com a membrana plasmatica.

Na maioria dos Otophysi, o espermatozoide apresenta um tnico flagelo, constituido
pelo axonema cldssico (9+2) (Jamieson, 1991; Mattei, 1988, 1991). Em algumas espécies
os flagelos podem apresentar um compartimento membranoso e ainda, expansdes laterais
de nimero e tamanho variados, denominadas de projecdes laterais ou “fins” (Mattei, 1988).
Entre os Loricarioidea, as familias Trichomycteridae, Callichthyidae e Loricariidae
apresentam espermatozoides uniflagelados, como o que ocorre para a maioria das espécies
de Siluriformes analisadas. No entanto, os espermatozdides da familia Nematogenyidae e
também Cetopsidae sdo biflagelados, sendo esta condicio compartilhada por
Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999) e Ictaluridae (Poirier e Nicholson, 1982). Para Mattei
(1991) a ocorréncia de espermatozoides biflagelados ndo possui implicagdes filogenéticas,
com o cardter surgindo varias vezes nos diferentes grupos de peixes. Porém, a alta
incidéncia de espermatozoéides biflagelados em Siluriformes sugere que seja necessaria uma
reavaliacdo das possiveis implicacdes filogenéticas do carater.

Como em Nematogenyidae e também em Cetopsidae, na maioria dos
espermatozdides das espécies observadas, os flagelos assumem uma posicio medial em
relacdo ao nucleo. A maioria dos Trichomycteridae apresenta flagelo lateral em relagao ao

nucleo, enquanto que em Trichomycteridae, 7. areolatus, Callichthyidae e Loricariidae o
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flagelo € excéntrico ao niucleo, sendo que o mesmo ocorre em Auchenipteridae (Burns et
al., 2002).

Entre as familias de Loricarioidea analisadas, apenas na familia Trichomycteridae
ocorrem projecdes laterais nos flagelos, caracteristica esta compartilhada por
Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001), Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999), e
Bagridae (Lee, 1998; Kim e Lee, 2000). Quanto ao numero, as espécies de
Trichomycteridae, 7. areolatus, T. reinhardti, apresentam duas projecdes laterais nos
flagelos, o mesmo ocorrendo em D. mesembrinus, Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al.,
2001), L. mediadiposalis, Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999) e P. fulvidraco e L.
ussuriensis, Bagridae (Lee, 1998; Kim e Lee, 2000). J4 as outras espécies de
Trichomycteridae, T aff. iheringi, T. sp. (Jacutinga), 7. sp. (Alambari) possuem flagelos
com nuimero varidvel de projecdes laterais, em geral, entre uma e quatro. Jamieson (1991)
sugere que Otophysi é unificado por uma possivel sinapomorfia que seria a perda das
projecdes laterais. Porém, os dados disponiveis sobre a ultraestrutura dos espermatozdides
em Siluriformes mostram que esse cardter é bastante varidvel no grupo. Além disso, varias
espécies da familia Characidae, ordem Characiformes estudadas por Gusmao-Pompiani
(2003) também apresentam projecoes laterais nos flagelos.

As medidas realizadas mostram que o comprimento médio das projecOes laterais
encontradas nos flagelos das espécies de Siluriformes analisadas é de 0,28+0,13um. As
projecdes laterais presentes nos flagelos do Trichomycteridae, T aff. iheringi, sdo curtas,
com menos de 0,2 um em comprimento, sendo o mesmo observado em Diplomystidae
(Quagio-Grassiotto et al., 2001) e Amblycipitidae (Lee e Kim, 1999). Projecdes laterais
com comprimento médio, variando entre 0,2 e 0,4 um, sdo encontradas nos flagelos dos
espermatozdides da maioria dos Trichomycteridae, T. areolatus, T. reinhardti, T. sp.
(Jacutinga), T. sp. (Alambari) e também no Bagridae, P. fulvidraco (Lee, 1998). J4 no
Bagridae, L. ussuriensis (Kim e Lee, 2000), as projecOes laterais sao longas, com mais de
0,4 um.

Nos espermatozoéides dos Trichomycteridae das espécies 7. sp. (Jacutinga) e 7. sp.
(Alambari), além das projecdes laterais, os flagelos também apresentam um compartimento
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membranoso, o que nao € encontrado nos demais Trichomycteridae. Entre os outros
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Loricarioidea, apenas os espermatozéides de C. flaveolus, da familia Callichthyidae,
apresentam nos flagelos o mesmo tipo de compartimento membranoso. Flagelos com esta
estrutura também foram observados por Gusmao-Pompiani (2003) e Quagio-Grassiotto e
colaboradores (2003) nos espermatozédides de vdrias espécies das familias Characidae e

Curimatidae, que pertencem a ordem Characiformes.

5.2. Analise filogenética

Entre os cladogramas obtidos a partir das diferentes andlises filogenéticas, foi dificil
estabelecer qual deles poderia expressar a hipdtese mais provavel de relacionamento entre
os taxons analisados. Assim, as caracteristicas ultraestruturais da espermiogénese e dos
espermatozdides compartilhadas pelos tixons que se mostraram agrupados, foram
apresentadas independente de tratarem-se de caracteres plesiomorficos ou apomorficos,
uma vez que estas condi¢des podem ser alteradas em fun¢ao do cladograma produzido.

No cladograma apresentado na figura 25 observa-se uma tricotomia formada por
Amblycipitidae, por 7. reinhardti, da familia Trichomycteridae e pelo restante dos
membros de Loricarioidea. No clado formado pela maioria dos Loricarioidea verifica-se
que N. inermis, L. platymetopon, C. flaveolus é grupo-irmao do Trichomycteridae, T.
areolatus, com suporte baixo (41%) e; este conjunto como grupo-irmao de 7. aff. iheringi,
T. sp. (Jacutinga), 7. sp. (Alambari), apresentando um bom suporte (73%). Na andlise
filogenética que derivou este cladograma, dos 58 -caracteres utilizados, 34 eram
informativos para parcimonia, 5 eram constantes € 19 eram homoplasias ou autapomorfias.

Entre as caracteristicas ultraestruturais dos espermatozéides compartilhadas pelo
clado formado por N. inermis, L. platymetopon e C. flaveolus (valor de bootstrap = 93%),
estd a presenca de um canal citoplasmdtico de comprimento curto, a distribui¢do central e
periférica das mitocondrias na peca intermedidria € a auséncia de projecdes laterais nos
flagelos. A hipétese de que N. inermis e L. platymetopon sejam considerados grupos-irmaos
tem por base principalmente a auséncia de fossa nuclear em seus espermatozéides. No

entanto, o suporte para esta relagdo € relativamente baixo (53%).
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Os caracteres compartilhados por C. flaveolus e N. inermis correspondem a presenga
de grande quantidade de mitocOndrias na peca intermedidria, ao formato alongado e
ramificado das mitocOndrias, a presenca de vesiculas apenas na regido basal da peca
intermedidria e a separacdo das mitocondrias do segmento inicial do flagelo pelas vesiculas
e pelo canal citoplasmético. Ja C. flaveolus e L. platymetopon apresentam em comum a
posicdo excéntrica do flagelo em relagdo ao nicleo, a assimetria da peca intermedidria e a
presenca de vesiculas ndo conectadas na peca intermedidria.

A maioria dos espermatozdides das espécies do género Trichomycterus compartilha
inimeras caracteristicas como a posi¢ao lateral do flagelo em relacdo ao nucleo, a presenca
de fossa nuclear e de canal citoplasmadtico, poucas mitocondrias na pec¢a intermedidria e a
presenca de projecoes laterais nos flagelos e; como conseqiiéncia disto, encontram-se bem
relacionadas (valor de bootstrap = 75%). Com relagdo as espécies T. areolatus e T.
reinhardti observa-se que elas estdo pouco relacionadas com o grupo formado pelos outros
Trichomycterus. Isto € decorrente da diferenca encontrada nas caracteristicas
ultraestruturais dos seus espermatozdides quando comparados com os das outras espécies
de Trichomycterus. As diferencas com relaciao ao espermatozdide de 7. areolatus baseiam-
se principalmente na variacdo do processo de espermiogénese encontrado nesta espécie, na
posicdo anterior do nucleo em relagdo ao flagelo e na presenca de fossa nuclear larga. Com
relacdo a T. reinhardti, as diferencas estdo presentes no formato ovoide do nucleo, no
padrao heterogéneo de compactagdo da cromatina, na localizacdo basolateral da peca
intermedidria em relacdo ao nuicleo e na auséncia de vesiculas na pega intermedidria.

A topologia apresentada na figura 26 mostra também uma tricotomia, a qual é
formada pela familia Cetopsidae, pela familia Nematogenyidae e pelo grupo constituido por
Amblycipitidae e Trichomycteridae como grupo-irmao de Callichthyidae mais Loricariidae.
Nesta andlise, que foi conduzida com 58 caracteres, 43 eram informativos para a
parcimonia, 4 eram constantes € 11 eram homoplasias ou autapomorfias. Novamente as
espécies T. aff. iheringi, T. sp. (Jacutinga), 7. sp. (Alambari) encontram-se formando um
grupo bem suportado (78%), com T. sp. (Jacutinga), 7. sp. (Alambari) como grupos-irmaos
(valor de bootstrap = 71%). T. reinhardti e T. areolatus mostram-se, neste cladograma,

relacionados com o clado descrito. O grupo formado pelos Trichomycterus apresenta como
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grupo-irmao o Amblycipitidae, L. mediadiposalis, porém esta relacdo tem um suporte
relativamente baixo (51%). Estas espécies compartilham os caracteres ultraestruturais como
fossa nuclear rasa e a presenca de projecdoes laterais nos flagelos. As familias
Callichthyidae e Loricariidae agora se apresentam como grupos-irmaos, porém essa relagao
€ pouco suportada (26%). A hipétese de que o clado mencionado € grupo-irmao de
Trichomycteridae mais Amblycipitidae (valor de bootstrap = 60%) tem por base os
caracteres: padrao homogéneo de compactacio da cromatina (com exce¢do de T.
reinhardti), presenca de canal citoplasmatico e a posi¢do das mitocOndrias nas regides
apical, medial e basal da peca intermedidria.

A figura 27 mostra o cladograma no qual a tricotomia observada é formada pela
familia Diplomystidae, pelo Trichomycteridae, T. reinhardti e pelo clado Cetopsidae,
Nematogenyidae, Callichthyidae e Loricariidae como grupo-irmao de Trichomycteridae
(valor de bootstrap = 45%) e todo este conjunto como grupo-irmdo de Amblycipitidae
(valor de bootstrap = 46%). Dos 58 caracteres utilizados nesta andlise, 44 eram
informativos, 2 eram constantes e 12 eram homoplasias ou autapomorfias. Com a inserc¢ao
da familia Cetopsidae na andlise, observa-se que ela relaciona-se com Nematogenyidae
(valor de bootstrap = 66%). Viérios sdao os caracteres compartilhados por estas familias,
como o arranjo lateral e paralelo dos centriolos ou corptisculos basais, a presenca de apenas
um canal citoplasmdtico, o qual exibe comprimento curto, a posi¢do das mitocondrias nas
regides apical e medial da peca intermedidria, a grande quantidade de vesiculas na peca
intermedidria, a presencga de dois flagelos e a auséncia de projecdes laterais nos flagelos. O
coeso grupo formado por T. aff. iheringi, T. sp. (Jacutinga), 7. sp. (Alambari) se mantém
com um bom suporte (89%) e agora se mostra relacionado com 7. areolatus, porém esta
relacdo € pouco suportada (24%). Nesta topologia, T. reinhardti encontra-se fora deste
grupo.

Na figura 28 esta apresentado o cladograma no qual verifica-se a formagdo do grupo
composto por Citharinus sp., por Cetopsidae e por um grande clado contendo os membros
da superfamilia Loricarioidea e as familias Diplomystidae e Amblycipitidae. Neste clado, o
Trichomycteridae, T. reinhardti mostra-se mais aparentado com D. mesembrinus (valor de

bootstrap = 44%). Entre as caracteristicas dos seus espermatozdides que sao comuns estao
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o padrao heterogéneo de compactacdo da cromatina e auséncia de vesiculas na peca
intermedidria. O clado formado pelas outras espécies de Trichomycterus se mantém,
inclusive a relagdo de T. areolatus como grupo-irmao de 7. aff. iheringi, T. sp. (Jacutinga),
T. sp. (Alambari), apesar de que para esta, o suporte € baixo (30%). Ja o suporte da relacao
entre estes Trichomycteridae e o conjunto formado por Amblycipitidae, 7. reinhardti e
Diplomystidae, € alto (80%). Um dos caracteres que os espermatozdides destas espécies
compartilham é a presenca de projecdes laterais nos flagelos. Os outros Loricarioidea
encontram-se relacionados com este clado, mas com suporte dos ramos baixo. Nesta
andlise, entre os 58 caracteres utilizados, 44 eram informativos para parcimonia, um era
constante e 13 eram homoplasias ou autapomorfias.

Observa-se, nas topologias exibidas nas figuras de 29 a 31, que as relagdes entre as
familias de Loricarioidea, bem como entre estas e as outras familias de Siluriformes,
mostram-se consideravelmente incongruentes com a hipétese de relacionamento proposta
recentemente por Britto (2003). Além disso, grande parte das relacdes obtidas apresenta
valores de bootstrap muito baixos.

No cladograma apresentado na figura 29 nota-se que Citharinus sp. € C. coecutiens
encontram-se em uma tricotomia com o restante das espécies de Siluriformes. Dos 58
caracteres utilizados nesta andlise, 54 eram informativos e 4 eram homoplasias ou
autapomorfias. Com relagdo aos Loricarioidea, nota-se que os membros de
Trichomycteridae encontram-se relacionados com T. lucenai, da familia Auchenipteridae,
sendo esta relacdo pouco suportada (17%). Embora o espermatozéide de T. lucenai
apresente caracteristicas que refletem o tipo de fertilizagdo interna encontrado nesta
espécie, como por exemplo, o alongamento do nucleo e da pega intermedidria; outras
caracteristicas encontradas em seu espermatozéide sdo compartilhadas também pelos
membros de Trichomycteridae, como, por exemplo, fossa nuclear rasa, peca intermedidria
assimétrica e distribui¢do aleatéria de mitocOndrias na peca intermedidria. A familia
Nematogenyidae mostra-se agora diretamente relacionada com as espécies das familias
Pimelodidae e Heptapteridae (valor de bootstrap = 18%). Entre os caracteres que 0s
espermatozdides destas espécies compartilham estd a auséncia de fossa nuclear e de

projecdes laterais nos flagelos. Os outros grupos de Loricarioidea, Loricariidae e
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Callichthyidae, encontram-se aparentados com este clado formado por Nematogenyidae,
Pimelodidae e Heptapteridae, porém com suportes muito baixos (25% e 5%,
respectivamente). Diplomystidae, a familia considerada mais basal dentro de Siluriformes
mostra-se neste cladograma, como grupo-irmdo de Clariidae, sendo esta relacdo pouco
suportada (38%). Algumas caracteristicas compartilhadas pelos espermatozéides destas
familias correspondem a presenca de nicleo arredondado, ao padrio heterogéneo de
compactagdo da cromatina, a auséncia de canal citoplasmdtico e de vesiculas na peca
intermedidria.

No cladograma apresentado na figura 30, obtido a partir de uma analise conduzida
apenas com as espécies de Siluriformes, observa-se que as familias Diplomystidae e
Clariidae formam uma tricotomia com um grande clado composto pelo restante das
espécies. Para esta andlise, dos 58 caracteres utilizados, 53 eram informativos para
parcimdnia e 5 eram homoplasias ou autapomorfias. A familia Trichomycteridae
permanece relacionada com 7. lucenai, da familia Auchenipteridae e o suporte deste
agrupamento se mantém baixo (18%). As familias Callichthyidae e Loricariidae mostram-
se como grupos-irmaos (valor de bootstrap = 15%) e relacionadas com um grande clado
formado por Cetopsidae, Nematogenyidae, Ictaluridae, Siluridae, Pimelodidae e
Heptapteridae, porém com suporte baixo (11%). Nesta topologia, Nematogenyidae
encontra-se como grupo-irmio de Cetopsidae (valor de bootstrap = 27%) e este par
aparentado com Ictaluridae. A ocorréncia de centriolos ou corpusculos basais laterais e
paralelos um em relacdo ao outro e de dois flagelos sem projecdes laterais sao exemplos de
caracteristicas compartilhadas pelos espermatozoides destas familias.

Na topologia apresentada na figura 31 observa-se que as familias de Loricarioidea
sofrem um considerdvel rearranjo. Na andlise que resultou nesta topologia, foram utilizados
48 caracteres e destes 46 eram informativos para parcimdnia e dois eram homoplasias ou
autapomorfias. Embora com pouco suporte (35%), a maioria dos representantes da familia
Trichomycteridae encontra-se agora relacionada com a familia Ictaluridae. Ambas
mostram-se aparentadas com o clado formado por Diplomystidae, pelo Trichomycteridae,
T. reinhardti, Auchenipteridae, Amblycipitidae e Bagridae (valor de bootstrap = 12%). A

familia Nematogenyidae encontra-se como grupo-irmao do clado composto por
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Loricariidae, Heptapteridae e Pimelodidae (valor de bootstrap = 36%). Apesar do suporte
baixo (9%), a familia Callichthyidae apresenta-se como grupo-irmao de Siluridae, com os
seus espermatozoéides compartilhando, por exemplo, o formato arredondado do ntcleo e a
separagdo das mitocOndrias da regido inicial do flagelo pelo canal citoplasmaético e pelas
vesiculas. A utilizacdo de Citharinus sp. como grupo externo, nesta andlise em que 0s
caracteres foram tratados como ordenados, revelou, que a familia Diplomystidae ndo
permanece na condi¢do basal dentro da ordem, ou seja, os espermatozodides desta familia
ndo apresentam caracteristicas que concordam ou se aproximam das encontradas no grupo-
externo a ponto de manté-la como grupo-irmao de todos os outros Siluriformes.

Na filogenia derivada a partir da combinacdo dos caracteres da ultraestrutura dos
espermatozdides com os osteoldgicos e de morfologia externa apresentada na figura 32,
Citharinus sp. € D. mesembrinus encontram-se em uma tricotomia com o clado formado
por Cetopsidae, Amblycipitidae e Loricarioidea. Para esta andlise foram utilizados 389
caracteres e destes 177 eram informativos, 126 eram constantes e 86 eram homoplasias ou
autapomorfias. Esta topologia combinada mostra grandes 4reas de congruéncias com a
hipétese de relacionamento entre as familias da ordem Siluriformes proposta com base em
apenas caracteres de morfologia externa e osteoldgica (Britto, 2003), sendo suportadas por
altos valores de bootstrap. Apenas a relagdao que considera 7. reinhardti como grupo-irmao
dos outros Trichomycteridae, 7. aff. iheringi, T. sp. (Jacutinga), T. sp. (Alambari) e a que
mostra 7. sp. (Jacutinga) como grupo-irmdo de 7. sp. (Alambari), apresentam,
relativamente, pouco suporte (57%, 48%, respectivamente). No entanto, o cladograma
derivado do conjunto de dados combinados revela que as relagdes entre as familias de
Loricarioidea mostram-se divergentes no que se refere a posicdo da familia
Nematogenyidae. Nesta topologia, verifica-se que a familia Nematogenyidae encontra-se
como grupo-irmdo do clado formado pelo restante da superfamilia, com suporte de 99%,
enquanto que na hipétese de relacionamento entre as familias de Loricarioidea proposta por
Britto (2003), a familia Nematogenyidae € grupo-irmao apenas de Trichomycteridae.

A andlise comparativa dos indices de decaimento apresentados na figura 33 revela
que a combinacdo entre os dados da ultraestrutura dos espermatozdides com os outros

dados morfolégicos tem como conseqiiéncia a manuten¢do do suporte em algumas dreas do
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cladograma, como a que exprime a relacdo entre Cetopsidae e o clado formado por
Amblycipitidae mais Loricarioidea (13—13) e a relacio entre Amblycipitidae e
Loricarioidea (5—5). Em outras areas do cladograma observa-se uma redu¢do do suporte,
como na relagdo entre Nematogenyidae e Loricarioidea (14—13) e na relacdo entre
Callichthyidae e Loricariidae (15—13). Entretanto, a combinacdo dos dados promove a
ampliacdo do suporte em outras dreas do cladograma, como a relag@o entre Callichthyidae
mais Loricariidae e Trichomycteridae (7—12) e a relacdo entre 7. areolatus e os outros
Trichomycteridae (12—17).

As topologias obtidas revelam que vdrios grupos encontram-se relacionados em
decorréncia das caracteristicas ultraestruturais dos espermatozdides serem similares. No
entanto, estas caracteristicas na maior parte das vezes ndo sao aparentemente exclusivas do
grupo que se mostra relacionado, sendo também compartilhadas por outras espécies. Dessa
maneira, o uso dos caracteres de ultraestrutura da espermiogénese e dos espermatozdides
nos estudos filogenéticos da ordem Siluriformes pode ser considerado ainda incipiente. A
obtencdo de dados adicionais de novas espécies e principalmente de novas familias de
Siluriformes deve auxiliar no entendimento do padrao de relacionamento dentro dessa

ordem e no entendimento do significado evolutivo dessa classe de caracteres.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

A comparacdo geral dos dados obtidos sobre as caracteristicas ultraestruturais da
espermiogénese em Loricarioidea para as familias Trichomycteridae, Callichthyidae e
Loricariidae, e para a familia Cetopsidae, com as disponiveis na literatura para outras
familias de Siluriformes, revelam que o processo de espermiogénese € bastante varidvel no
grupo. Dentro de Loricarioidea a espermiogénese observada no género Trichomycterus, da
familia Trichomycteridae, difere consideravelmente da descrita para os outros membros da
superfamilia analisados no presente estudo, mostrando-se em alguns aspectos bastante
similar a espermiogénese de Diplomystidae.

Com relagdo a Callichthyidae e Loricariidae, observa-se que grande parte dos
eventos que ocorrem, ao longo da espermiogénese, nas espécies destas familias, sao
similares. Parte destes eventos também € compartilhada por Cetopsidae. Quando esses
eventos sdo comparados com os de outros Siluriformes nota-se que eles sdo mais similares
aos observados em Pimelodidae.

Tendo em vista as consideragdes feitas pode-se concluir que hd, pelo menos dois
tipos ou variacdes dos tipos I, II e III de espermiogénese ja descritos, em Loricarioidea, um
ocorrendo em Trichomycteridae e outro em Callichthyidae e Loricariidae.

Com relacdo aos dados obtidos sobre a ultraestrutura dos espermatozdides e sua
comparacdo com os disponiveis na literatura para outras familias de Siluriformes, observa-
se que alguns caracteres dos espermatozoéides apresentam altos niveis de variabilidade, até
mesmo entre espécies de uma mesma familia, como por exemplo, o formato do nicleo, a
posicdo do complexo centriolar em relag@o a fossa nuclear, o arranjo relativo dos centriolos
e o formato das mitocondrias. No entanto, hd caracteres conservados em diversos grupos
como a auséncia de fossa nuclear, do canal citoplasmaitico e de vesiculas na peca
intermedidria e a presenga de projecOes laterais e compartimento membranoso nos flagelos.
Como exemplo, a auséncia de fossa nuclear € uma caracteristica compartilhada por
Nematogenyidae, Loricariidae, Pimelodidae e Heptapteridae. Ja a auséncia de vesiculas na
peca intermedidria é uma caracteristica do Trichomycteridae, T. reinhardti, e de D.

mesembrinus, da familia Diplomystidae, além de membros de outras familias, como
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Amblycipitidae, Auchenipteridae e Bagridae. A presenca de projecdes laterais nos flagelos
€ uma caracteristica presente em todos os Trichomycteridae. A presenga de flagelos com
compartimento membranoso foi encontrada nos Trichomycteridae, 7. sp. (Jacutinga) e T.
sp. (Alambari), e no Callichthyidae, C. flaveolus.

De um modo geral, as descri¢des dos espermatozdides dos Loricarioidea somadas
aos dados disponiveis na literatura para as outras familias de Siluriformes revelam a
existéncia de pouca similaridade, quando grupos pertencentes a familias diferentes sao
comparados. Assim, entre os Loricarioidea, os espermatozéides descritos para as espécies
de Trichomycteridae apresentam uma morfologia bastante peculiar. Esta morfologia difere
bastante da observada na familia Nematogenyidae, considerada grupo-irmdo da familia
Trichomycteridae; como também da encontrada nos espermatozédides das familias
Callichthyidae e Loricariidae. Assim, vérias caracteristicas ultraestruturais encontradas nos
espermatozodides dos Loricarioidea sdao compartilhadas pelas familias Nematogenyidae,
Callichthyidae e Loricariidae, mas nao pela familia Trichomycteridae, que diverge deste
grupo.

Grandes similaridades sdo observadas quando espermatozdéides de espécies de uma
mesma familia, pertencentes a um mesmo género ou até a género diferentes, sdo
comparados entre si. Com relagcdo aos Loricarioidea, isto € facilmente observado entre as
espécies do género Trichomycterus, as quais compartilham muitos caracteres. Estes
resultados estdo de acordo com os de Baccetti ef al. (1984) que, com base na ultraestrutura
dos espermatozdides de sete espécies pertencentes a seis géneros da familia Cyprinidae
(Leuciscus, Rutilus, Alburnus, Chondrostoma, Barbus e Carassius), da ordem
Cypriniformes, sugeriram que a estrutura dos espermatozoides € conservada entre as
espécies de uma mesma familia.

Ainda que o nimero de descri¢cdes dos espermatozdides seja pequeno em relagdo ao
grande numero de espécies presentes na superfamilia Loricarioidea, nido foram
reconhecidos, até o momento, caracteres exclusivos de Loricarioidea, uma vez que as
caracteristicas ultraestruturais encontradas nos espermatozdides dos representantes desta
superfamilia sdo compartilhadas por outros Siluriformes e também por membros da ordem

Characiformes, outro grupo de Otophysi, para o qual hd dados disponiveis.
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As andlises filogenéticas realizadas, com base neste novo conjunto de caracteres
morfoldgicos, revelam que a medida que vao sendo somadas espécies a andlise, ou seja,
que se aumenta a complexidade, surgem nas topologias obtidas, dreas cada vez mais
incongruentes com a hipétese atual de relacionamentos da ordem Siluriformes proposta por
Britto (2003). Isto é claramente observado pelos valores do indice de consisténcia e de
bootstrap, os quais diminuem consideravelmente com o aumento do nimero de tidxons
terminais presentes nas andlises. Isto também € refletido no crescimento do nimero de
cladogramas igualmente parcimoniosos obtidos nas andlises. Desta forma, os caracteres que
representavam sinapomorfias e conseqiientemente definiam grupos, podem ter se tornado
homoplasias com o aumento da complexidade da andlise, o que resultou em “ruidos” na
andlise filogenética, interferindo na definicdo das relacdes entre os grupos e produzindo
hipéteses mal resolvidas. Além disso, a falta de uma quantidade maior de dados sobre a
ultraestrutura dos espermatozdides tanto das espécies pertencentes a Loricarioidea quanto
dos outros grupos de Siluriformes formam grandes lacunas de dados durante a anélise, o
que afeta as reconstrucdes filogenéticas. E possivel também que a reducio da acuidade nas
filogenias obtidas seja decorrente das diferentes taxas de evolugcdo encontradas entre os
caracteres da ultraestrutura dos espermatozoides.

O cladograma derivado da matriz de dados combinados indica que os diferentes
conjuntos de caracteres morfoldgicos podem ser satisfatoriamente combinados nas analises
filogenéticas, uma vez que a topologia obtida € bastante congruente com a derivada apenas
a partir dos caracteres osteolégicos e de morfologia externa. Entretanto, a familia
Nematogenyidae mostra-se, neste cladograma, como grupo-irmdo dos demais Loricarioidea
analisados e esta relacdo apresenta-se bem resolvida. Tal relagdo entra em conflito com a
hipétese mais recentemente proposta, na qual considera que Nematogenyidae é grupo-
irmao de Trichomycteridae e essas duas familias, grupo-irmao do restante dos membros da
superfamilia. Contudo, as caracteristicas ultraestruturais do espermatozéide de N. inermis
diferem consideravelmente das presentes nos espermatozdides dos membros de
Trichomycteridae, o que é condizente com a relagdo verificada na filogenia de dados

combinados.
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Com base na comparacdo dos valores do indice de decaimento obtidos com os
dados combinados e com os dados osteoldgicos e de morfologia externa apenas, observa-se
que o indice de decaimento apresentou-se reduzido em alguns nés, o que indica que houve
uma redug¢do do nuimero de transformagdes suportando o clado, sugerindo, portanto, a
ocorréncia de homoplasias. Em outros nés o indice de decaimento manteve-se com o
mesmo valor, indicando que nio houve alteracio no nimero trnasformacdes de caracteres
suportando o clado. J4 em outros nds o indice de decaimento apresentou-se ampliado,
mostrando que os caracteres de ultraestrutura reforcaram o suporte para esses clados.
Embora tenha sido observada a redu¢do do nimero de transformacdes que suportam alguns
nods, os resultados obtidos sugerem que em andlises filogenéticas, a utilizagdo dos caracteres
da ultraestrutura dos espermatozdides combinados a outros morfolégicos pode promover
uma melhora no suporte de relagcdes previamente propostas ou ainda na resolucdo de
hipéteses pouco esclarecidas de relagdes de parentesco entre diferentes grupos.

Assim, os estudos filogenéticos realizados com base na ultraestrutura da
espermiogénese e dos espermatozdides revelam que € possivel que este novo conjunto de
caracteres morfolégicos possa ser satisfatoriamente utilizado nos estudos das relacdes de
parentesco entre os grupos de Siluriformes. No entanto, para melhorar a resolugcdo das
reconstrugdes filogenéticas conduzidas com este tipo de dado, € preciso que um numero
maior de espécies da superfamilia Loricarioidea tenha seus espermatozdides descritos, bem
como de outras espécies da ordem Siluriformes. Assim, serd possivel conhecer a real
extensdo da variabilidade da estrutura dos espermatozéides entre os Siluriformes e o quanto
esta reflete as relagdes entre os constituintes de Loricarioidea, bem como entre estes e 0s

Siluriformes como um todo.
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ABSTRACT

Spermatozoal ultrastructure in  Nematogenys inermis (Nematogenyidae),
Trichomycterus aff. iheringi and T. areolatus (Trichomycteridae) was analyzed. The data
obtained were also compared with those available on Siluriformes. In N. inermis
spermatozoa the nucleus is semi-ovoid while in Trichomycterus it is spherical. In both,
chromatin is homogeneous, highly condensed and interspersed with electron-lucent areas.
The nuclear fossa, absent in N. inermis, is of the moderate type in Trichomycterus. While
N. inermis has a very short cytoplasmic canal, in Trichomycterus the cytoplasmic canal is
of medium length. In N. inermis, the midpiece is large and radially symmetric, and of
medium length. In contrast, in Trichomycterus, the midpiece is narrow and of medium
length, and may vary from asymmetric to symmetric. The mitochondria, in N. inermis, are
numerous, long and ramified, and fill almost the entire length of the midpiece, whereas in
Trichomycterus they are few, elongate and sparse. There are many vesicles, interconnected
or not, located at the periphery and surrounding the entire midpiece in N. inermis. In
Trichomycterus, besides the peripheral region, the vesicles are also sparsely spread in the
midpiece. Spermatozoa are biflagellate in N. inermis and uniflagellate in Trichomycterus.
In both groups, the flagellum contains the classical axoneme (9+2). Although no lateral
projections or fins are observed in N. inermis, Trichomycterus flagella show a variable
number of lateral projections, which may be short or long. A general analysis of the
spermatozoa revealed many differences between N. inermis and Trichomycterus, that are
sister-groups, while in both Trichomycterus species, spermatozoa were more similar.

KEY WORDS: Fish evolution, catfish, sperm, spermatozoon, morphology.

INTRODUCTION

Siluriformes comprise an extremely large group of fish that is widely distributed
across the tropical regions of the world (Burgess, 1989; Teugels, 1996; Ferraris, 1998).
This order is included in the superorder Ostariophysi, a fish group that contains about three
quarters of the freshwater fish of the world (Nelson, 1994). No consensus on the number of
Siluriformes families has been reached to date. Thus, the number of families belonging to

this order is 34, according to Nelson (1994); 29, according to Ferraris (1998); and 33,
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according to Teugels (1996) and Eschmeyer (1998). The number of Siluriformes species
known is around 2,600. However, it may exceed 3,000 (Burgess, 1989; Nelson, 1994;
Teugels, 1996; Ferraris, 1998). Its great ecological and evolutionary diversity makes it the
subject of a large number of studies (Fink & Fink, 1996; de Pinna, 1998). Among the
neotropical Siluriformes lineages likely to be monophyletic, we find the superfamily
Loricarioidea (de Pinna, 1998) that comprises six families: Nematogenyidae (1 specie),
Trichomycteridae (about 200 species, Callichthyidae (about 180 species), Scoloplacidae (4
species), Astroblepidae (about 40 species) and Loricariidae (about 600 species). The
families, Nematogenyidae and Trichomycteridae, are considered to be sister groups (de
Pinna, 1998).

Ultrastructural studies of fish spermatozoa have shown that characteristics of the
spermatozoal structure may be phylogenetically analyzed, and thus provide important data
for the elucidation of relationship patterns in several fish groups (Jamieson, 1991; Mattei,
1991). Although the studies by Jamieson (1991) and Mattei (1991) provide data related to
spermatozoal structure in practically all large groups of fish, the spermatozoa of neotropical
Siluriformes are still poorly known (Maggese et al., 1984; Quagio-Grassiotto & Carvalho,
2000; Quagio-Grassiotto et al., 2001; Santos et al., 2001).

Studies of spermiogenesis and spermatozoal ultrastructure in Diplomystes
mesembrinus, member of the most primitive siluriform family, have shown that many of
the characteristics found in this species are not found in other Siluriformes or other
Ostariophysi groups (Quagio-Grassiotto et al., 2001).

Since the hypotheses about relationships among Loricarioidea families as well as
among Siluriformes families are based almost exclusively on osteological and anatomical
features, the characterization of spermatozoa in specimens of the families Nematogenyidae
and Trichomycteridae, and the comparison between the data obtained and those related to
other Siluriformes, were conducted in search of new features that may be useful in the

study of this order’s evolution.
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MATERIAL AND METHODS

The present study was conducted with two adult males of Nematogenys inermis
(Guichenot, 1848) (Nematogenyidae) collected from the Aguas de la Gloria River, VIII
Region, Aguas de la Gloria, Chile (S36°50.304°W72°55.642’); three adult males of
Trichomycterus aff. iheringi (Eigenmann, 1917) (Trichomycteridae), collected from the
Capivara River, Botucatu, Sdo Paulo, Brazil (522°53.963°W48°23.204°); and two adult
males of Trichomycterus areolatus (Valenciennes, 1846) (Trichomycteridae) collected
from the  Caramavida  River, VIII  Region, Antiguala, Caiet, Chile
(S37°40.842°W73°15.997°). Fish were identified and kept at the fish collection of
Laboratério de Biologia de Peixes, Departamento de Morfologia, Instituto de Biociéncias,
UNESP, Botucatu, Sdo Paulo, Brazil.

Gonad fragments were fixed in 2% glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde in 0.1
M Sorensen phosphate buffer, pH 7.4. The material was post-fixed for 2 h in the dark in 1%
osmium tetroxide in the same buffer, contrasted in block with aqueous solution of 5%
uranyl acetate for 2 h, dehydrated in acetone, embedded in araldite and sectioned and
stained with a saturated solution of uranyl acetate in 50% alcohol and lead citrate.
Electromicrographs were obtained using a Phillips - CM 100 transmission electron

microscope.

RESULTS

N. inermis spermatozoa display the head and the midpiece joined in a single
structure, with no clear delimitation between them, and two flagella medial to the nucleus
(Fig. 1). They show no acrosomal vesicle and a semi-ovoid nucleus, whose base is about
3um in length, containing highly condensed homogeneous chromatin interspersed with
some electron-lucent areas. In the peripheral electron-lucent areas, small chromatin clusters
are observed. In the cytoplasmic region, apical to the nucleus, no organelles are seen (Figs.
1, 2). The nuclear fossa is absent. The midpiece is large, of medium length, and shows a
radial symmetry to the flagellum axis (Fig. 1). Surrounding the basal region of the nucleus
and filling the midpiece, a large number of very long, sometimes ramified, mitochondria

are found radially arranged (Figs. 3-5). In the basolateral region of the midpiece base,
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several elongate and interconnected vesicles form a membranous compartment (Figs. 5, 6).
The centrioles are lateral, parallel to each other and positioned at the distal region of the
midpiece. They are anchored by cytoskeletal components (Fig. 5 inset). Each centriole is
differentiated into a basal body and gives rise to an axoneme exhibiting the classical 9+2
microtubular pattern. At the initial segment of the tail, the axonemes are individualized and
separated from the elongated distal vesicles of the midpiece by a short cytoplasmic canal,
which is apparently resultant from the accommodation and interconnection of the vesicles
around the flagella. In the other segments of the tail, the axonemes are not individualized,
and share the same flagellar membrane. No flagellar lateral projections or fins are present
(Figs.7-10).

In the spermatozoa of 7. aff. iheringi, the head is ovoid with thin edges; the
midpiece is of medium length, narrow and asymmetric; and there is a single flagellum
eccentric to the nucleus (Fig. 11). There is no acrosomal vesicle. The spherical nucleus
contains highly condensed homogeneous chromatin interspersed with some electron-lucent
areas. The cytoplasm of the perinuclear region displays several elongate mitochondria and
vesicles (Figs. 11-14). The nuclear fossa is of the moderate type and contains the proximal
centriole, which is anterior and oblique to the distal centriole (Figs. 15, 16). The midpiece
contains no more than ten elongate mitochondria, numerous vesicles and a cytoplasmic
canal of medium length. The mitochondria are spread from around the nucleus to the
midpiece final end, and the vesicles are mostly concentrated in the peripheral region. At the
final midpiece edge, the vesicles interconnect and form a membranous compartment.
Mitochondria and vesicles are separated from the flagellum by the cytoplasmic canal (Figs.
17-19). The flagellum displays a classical axoneme with a 942 microtubular pattern, and a
variable number of lateral projections or fins, that may be either short or long (Figs. 20-22).

The spermatozoa of 7. areolatus exhibit a spherical head; a symmetric, narrow
midpiece of medium length; and one flagellum almost eccentric to the nucleus (Fig. 23).
There is no acrosomal vesicle. The nucleus is spherical and contains highly condensed
homogeneous chromatin with some electron-lucent areas. No organelles are observed in the
cytoplasmic area apical to the nucleus (Figs. 24-26). The nuclear fossa is of the moderate

type and contains the centriolar complex. The proximal centriole is lateral to the distal
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centriole, forming an angle greater than 90° (Figs. 27, 28). No more than ten elongate
mitochondria are randomly distributed along the entire length of the midpiece. Several
vesicles interconnected or not, are found preferably in the peripheral region of the midpiece
(Figs. 29-32). The cytoplasmic canal is of medium length and runs along the entire
midpiece (Figs. 27, 29, 34). The distal centriole gives rise to the flagellum that exhibits the

classical axoneme (9+2 microtubules), and two long lateral projections (Figs. 33, 34).

DISCUSSION

Spermatozoa of the externally fertilizing Teleostei generally have a spherical to
ovoid nucleus while in the inseminating species the nucleus is frequently cone-shaped and
forward elongate (Jamieson, 1991; Mattei, 1991). In Nematogenyidae, the nucleus is semi-
ovoid while it is spherical in Trichomycteridae and Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et
al., 2001) as well as in Pimelodidae (Quagio-Grassiotto & Carvalho, 2000; Santos et al.,
2001), Siluridae (Emel’yanova & Makeyeva, 1992; Kwon ef al., 1998; Lee & Kim, 2001),
Bagridae (Mattei, 1991; Emel’yanova & Makeyeva, 1992; Lee, 1998; Kim & Lee, 2000)
and Mochokidae (Mattei, 1991). An ovoid nucleus is observed in Clariidae (Mansour et al.,
2002). Poirier & Nicholson (1982), Emel’yanova & Makeyeva (1991), and Emel’yanova &
Makeyeva (1992) described the shape of the head of Ictaluridae spermatozoa as globelike
or heartlike, but did not specifically mention the shape of the nucleus that, according to
observation, is semi-spherical or semi-ovoid. In Mattei (1991), schematic drawings indicate
that, in Ariidae and Malapteruridae spermatozoa, the nucleus is also semi-spherical. In
Amblycipitidae, the nucleus is described as ovoid by Lee and Kim (1999), even though its
resemblance with the nucleus of Ictaluridae is apparent at close observation. In
Auchenipteridae, the cone-shaped nucleus is very elongate forward (Burns et al., 2002).

The nucleus of Otophysi spermatozoa usually exhibits homogeneously condensed
chromatin (Jamieson, 1991; Mattei, 1991). In Nematogenyidae and Trichomycteridae, the
chromatin is also homogeneously condensed and is interspersed with electron-lucent areas.
The same occurs in Pimelodidae (Quagio-Grassiotto & Carvalho, 2000; Santos et al.,
2001), Siluridae (Emel’yanova & Makeyeva, 1992; Kwon et al., 1998; Lee & Kim, 2001),
Bagridae (Emel’yanova & Makeyeva, 1992; Lee, 1998; Kim & Lee, 2000), Ictaluridae
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(Poirier & Nicholson, 1982; Emel’yanova & Makeyeva, 1991; Emel’yanova & Makeyeva,
1992), Amblycipitidae (Lee & Kim, 1999) and Auchenipteridae (Burns et al., 2002). In
Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001) and Clariidae (Mansour et al., 2002) the
chromatin forms highly condensed clusters.

The position of the centriolar complex is related with the presence and shape of a
nuclear fossa, a depression more or less deep in the nucleus outline that faces the midpiece.
When the nuclear fossa is absent, the centriolar complex usually lies close to the nucleus.
When the nuclear fossa is shallow, one of the centrioles remains partially inside it while the
other lies outside. If the nuclear fossa is of the moderate type, with about one half of the
nuclear diameter in length, all or part of the centriolar complex, or only one of the
centrioles, may be found inside it while the other lies outside. When the nuclear fossa is
deep, with more than one half of the nuclear diameter in length, the centriolar complex is
found inside it. In Nematogenyidae, there is no nuclear fossa and the centrioles, or basal
bodies lie far from the nucleus. In Pimelodidae, the nuclear fossa is absent in Sorubim lima
(Quagio-Grassiotto & Carvalho, 2000) and shallow in lheringichthys labrosus (Santos et
al., 2001). In both these species, the centriolar complex adjoins the nucleus. In
Amblycipitidae, the shallow and double-arched nuclear fossa partially contains each
centriole within each arch (Lee & Kim, 1999). The same seems to occur in Ariidae and
Malapteruridae (Mattei, 1991). In Ictaluridae, the nuclear fossa is also shallow and double-
arched. However, there is controversy over the number of centriolar complexes found in the
biflagellate Ictalurus punctatus spermatozoa. To Poirier and Nicholson (1982), I. punctatus
possesses one centriolar complex with each centriole, or basal body, partially contained by
the arches of the nuclear fossa whereas to Emel’yanova and Makeyeva (1991) I. punctatus
has two centriolar complexes with only the proximal centriole inside the nuclear fossa
arches. Poirier and Nicholson (1982) do not consider the existence of proximal centrioles
because they believe that what is found above the distal centrioles is a “cap”, a structure
that does not have the typical appearance of a centriole in cross-sections. Emel’yanova and
Makeyeva (1991), however, point out that in cross sections of the structures they
considered to be proximal centrioles, the nine triplets of microtubules were not detected. In

T. aff. iheringi, the nuclear fossa is of the moderate type and contains only the proximal
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centriole. In T. areolatus, the nuclear fossa is also of the moderate type but the entire
centriolar complex is found inside it, as observed in Clariidae (Mansour et al., 2002),
Siluridae (Emel’yanova & Makeyeva, 1992; Kwon et al., 1998; Lee & Kim, 2001) and
possibly in Mochokidae and Schilbidae (Mattei, 1991). In Auchenipteridae, the moderate
nuclear fossa contains the proximal centriole and part of the distal centriole (Burns et al.,
2002). Only in Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001) and Bagridae (Emel’yanova
& Makeyeva, 1992; Lee, 1998; Kim & Lee, 2000) the nuclear fossa is deep and contains
the entire centriolar complex.

In the centriolar complex, the proximal centriole may be anterior or lateral to
the distal centriole. The centrioles are found side by side in Nematogenyidae,
Amblycipitidae (Lee & Kim, 1999), Ariidae (Mattei, 1991), Malapteruridae (Mattei, 1991),
in the Ictaluridae, Amiurus nebulosus (Emel’yanova & Makeyeva, 1992), and in the
Trichomycteridae, 7. areolatus. In the Ictaluridae, I. punctatus, the centrioles, or basal
bodies, are also found side by side, according to Poirier and Nicholson (1982), while to
Emel’yanova and Makeyeva (1991) the proximal centriole is anterior to the distal centriole.
In the Trichomycteridae, T. aff. iheringi, the proximal centriole is anterior to the distal
centriole, as observed in Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001), Pimelodidae
(Quagio-Grassiotto & Carvalho, 2000; Santos et al., 2001), Bagridae (Emel’yanova &
Makeyeva, 1992; Lee, 1998; Kim & Lee, 2000), Clariidae (Mansour et al., 2002), and
Auchenipteridae (Burns et al., 2002).

In the centriolar complex, the centrioles may be parallel or coaxial, or form right,
acute or obtuse angles. Mansour et al. (2002) considers the arrangement of the centriolar
complex species-specific. The centrioles are parallel in Nematogenyidae, Amblycipitidae
(Lee & Kim, 1999), Ariidae (Mattei, 1991), Malapteruridae (Mattei, 1991), and in the
Ictaluridae, A. nebulosus (Emel’yanova & Makeyeva, 1992). In the Ictaluridae, I.
punctatus, the centrioles are also parallel according to Poirier and Nicholson (1982).
However, to Emel’yanova and Makeyeva (1991), the proximal centriole forms a right angle
with the distal centriole. In the Trichomycteridae, T. aff. iheringi, the proximal centriole
forms an obtuse angle with the distal centriole, similarly to Bagridae (Emel’yanova &

Makeyeva, 1992; Lee, 1998; Kim & Lee, 2000). The proximal centriole forming an angle
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almost greater than 90° with the distal centriole is observed in the Trichomycteridae, 7.
areolatus. In Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001), Pimelodidae (Quagio-
Grassiotto & Carvalho, 2000; Santos et al., 2001), and Auchenipteridae (Burns et al.,
2002), the proximal centriole forms a right angle with the distal centriole. Even though the
same is observed in Siluridae (Emel’yanova & Makeyeva, 1992; Kwon et al., 1998; Lee &
Kim, 2001), the centrioles may also form an obtuse angle, depending on the species. In
Clariidae (Mansour et al., 2002), the proximal centriole forms an acute angle with the distal
centriole.

According to Mattei (1970), in fish spermatozoa, the flagellum axis may be parallel
or perpendicular to the nucleus and these positions result from the occurrence or absence of
nuclear rotation during spermiogenesis; thus characterizing spermiogenesis as I or II,
respectively. Type 1 spermiogenesis occurs in Siluriformes; the distal centriole
differentiates into a basal body and gives origin to the flagellum (Mattei, 1970). In teleosts,
the flagellum is usually single (Jamieson, 1991; Mattei, 1991). Mattei (1988) reports that in
biflagellate spermatozoa, the centrioles are not differentiated into proximal and distal
centrioles as both differentiate into basal bodies and each gives rise to a flagellum. In
Nematogenyidae, spermatozoa are biflagellate, with the flagella medial to the nucleus. In
Amblycipitidae (Lee & Kim, 1999), Ariidae (Mattei, 1991), Malapteruridae (Mattei, 1991),
and Ictaluridae (Poirier & Nicholson, 1982; Emel’yanova & Makeyeva, 1991;
Emel’yanova, 1992) both flagella and the nuclear fossa are medial to the nucleus. Maggese
et al. (1984), in a study of the physiological characteristics of Rhamdia sapo spermatozoa,
showed Scanning Electronic Microscopy images that led Jamieson (1991) to point out the
occurrence of biflagellate spermatozoa in the Pimelodidae family. To Mattei (1991), the
occurrence of biflagellate spermatozoa has no phylogenetic relation, as this feature is often
seen in different groups of fish. However, the high incidence of biflagellate spermatozoa in
Siluriformes requires a re-evaluation of the potential phylogenetic implications of this
feature. In the species of all other Siluriformes families studied, there is only one flagellum.
In the Trichomycteridae, T. aff. iheringi, and in Auchenipteridae (Burns et al., 2002), the
single flagellum and the nuclear fossa are eccentric. In 7. areolatus the single flagellum and

the fossa nuclear are almost eccentric. Spermatozoa with a single flagellum medial to the
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nucleus and a medial nuclear fossa are found in Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al.,
2001), Clariidae (Mattei, 1991; Mansour et al., 2002), Siluridae (Emel’yanova &
Makeyeva, 1992; Kwon et al., 1998; Lee & Kim, 2001), and Bagridae (Emel’yanova &
Makeyeva, 1992; Lee, 1998; Kim & Lee, 2000). In the Pimelodidae, S. lima (Quagio-
Grassiotto & Carvalho, 2000) the flagellum is medial to the nucleus while in I. labrosus
(Santos et al., 2001) spermatozoa there is a single flagellum and a nuclear fossa medial to
the nucleus.

In Teleostei, the midpiece is usually short and contains a small cytoplasmic canal.
However, it may also be long and have a long cytoplasmic canal with or without a
cytoplasmic sheath (Jamieson, 1991; Mattei, 1991). The cytoplasmic canal is formed during
spermiogenesis as the centriolar complex moves toward the nucleus carrying along the
plasma membrane and the initial segment of the flagellum (Mattei, 1970). In biflagellate
spermatozoa, the midpiece exhibits a radial symmetry around the flagellum axis, and is of
medium length in Nematogenyidae and Ictaluridae (Poirier & Nicholson, 1982;
Emel’yanova & Makeyva, 1991; Emel’yanova & Makeyeva, 1992) and short in
Amblycipitidae (Lee & Kim, 1999). In the families Ictaluridae and Amblycipitidae, there
are two double-walled cytoplasmic canals, one for each flagellum. In Nematogenyidae, it is
possible that the existing canal is a result of the accommodation and interconnection of the
vesicles around the flagella instead of the movement of the centrioles toward the nucleus.
As a consequence, this cytoplasmic canal is short and encircles both flagella. In
Trichomycteridae, both midpiece and cytoplasmic canal are of medium length. The
midpiece is asymmetric in 7. aff. iheringi. and symmetric in 7. areolatus. In
Auchenipteridae, the midpiece is long and asymmetric, with a lateral cytoplasmic canal
(Burns et al., 2002). A midpiece of medium length with no cytoplasmic canal is found in
Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001), Pimelodidae (Quagio-Grassiotto &
Carvalho, 2000; Santos et al, 2001), and Clariidae (Mansour et al., 2002). In
Diplomystidae, the cytoplasmic canal, formed during spermiogenesis, does not remain in
the spermatozoon (Quagio-Grassiotto et al., 2001). In Siluridae (Emel’yanova &

Makeyeva, 1992; Kwon et al., 1998; Lee & Kim, 2001), and Bagridae (Emel’yanova &
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Makeyeva, 1992; Lee, 1998; Kim & Lee, 2000), and apparently in Mockokidae (Mattei,
1991), the midpiece and the cytoplasmic canal are short.

The mitochondria found in Otophysi spermatozoa are generally few, small, round or
elongate, grouped in the anterior third of the cytoplasmic collar, around the centriolar
complex and the initial segment of the axoneme, from which they are separated by the
cytoplasmic canal (Jamieson, 1991; Mattei, 1988; 1991). In Nematogenyidae, mitochondria
are numerous, sometimes ramified and radially distributed in the midpiece. In
Trichomycteridae, the few elongate mitochondria are distributed along the entire midpiece
and are separated from the axoneme by the cytoplasmic canal. In Bagridae (Lee, 1998; Kim
& Lee, 2000), and Amblycipitidae (Lee & Kim, 1999), few mitochondria, round to oblong,
are found close to the nucleus and arranged in two or three layers around the cytoplasmic
canal. In Siluridae (Emel’yanova & Makeyeva, 1992; Kwon et al., 1998; Lee & Kim,
2001), mitochondria are shaped and arranged as in Bagridae and Amblycipitidae, but
surround the periphery of the midpiece instead of the cytoplasmic canal. In Ictaluridae
(Poirier & Nicholson, 1982; Emel’yanova & Makeyeva, 1991), the mitochondria, whose
shape vary from round to oblong, are distributed at the periphery of the large midpiece,
distant from the basal bodies. In Auchenipteridae (Burns et al., 2002), several mitochondria
are found along the elongate and asymmetric midpiece. In Diplomystidae (Quagio-
Grassiotto et al., 2001), the cytoplasmic canal is absent and a single and large C-shaped
mitochondrion surrounds the initial segment of the axoneme. In Clariidae (Mansour et al.,
2002) and Pimelodidae (Quagio-Grassiotto & Carvalho, 2000; Santos et al., 2001), also
show no cytoplasmic canal. In Clariidae (Mansour et al., 2002), mitochondria are ovoid or
irregular and may fuse and form a ring around the initial segment of the axoneme whereas
in Pimelodidae (Quagio-Grassiotto & Carvalho, 2000; Santos et al., 2001) they vary from
oblong to elongate and are located close to the nucleus around the initial segment of the
axoneme. Baccetti ef al. (1984) suggest that the number of mitochondria a species-specific
characteristic that may be helpful in interspecific phylogenetic studies.

The vesicles found in Siluriformes spermatozoa may be few in number, disperse and
isolated or interconnected forming a membranous compartment. Different authors have

described these vesicles using terms such as tubules, cytoplasmic vesicles, cisternae, or
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membranous compartments. In the midpiece of Nematogenyidae, there are several elongate
vesicles of basal distribution that interconnect forming a membranous compartment and
possibly the cytoplasmic canal around the flagella. In Trichomycteridae, the vesicles found
preferably at the final region of the midpiece, positioned at the periphery, may or may not
interconnect. The presence of several vesicles connected to each other and to the plasma
membrane is observed in Ictaluridae (Poirier & Nicholson, 1982; Emel’yanova &
Makeyeva, 1991) and Pimelodidae (Quagio-Grassiotto & Carvalho, 2000; Santos et al.,
2001). In Clariidae (Mansour et al., 2002), there is a well organized lateral vesicular system
in the midpiece. In Siluridae (Emel’yanova & Makeyeva, 1992; Kwon ef al., 1998; Lee &
Kim, 2001), the tubular vesicles are regularly distributed along the midpiece. The absence
of vesicles in the midpiece is observed in Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001),
Bagridae (Lee, 1998; Kim & Lee, 2000), Auchenipteridae (Burns et al., 2002) and
Amblycipitidae (Lee & Kim, 1999).

In most Otophysi, spermatozoa exhibit a single flagellum formed by a basic
axoneme with a pair of central microtubules and nine pairs of peripheral microtubules
(Jamieson, 1991; Mattei, 1988; 1991). In some species, the flagellum may display
intratubular differentiations and lateral expansions of variable length, denominated lateral
projections or fins. While no lateral projections are found in the flagellum of most
Siluriformes, such as Nematogenyidae, they may be present in some groups. In
Diplomystidae (Quagio-Grassiotto et al., 2001), spermatozoa display two lateral
projections, as observed in Bagridae (Lee, 1998; Kim & Lee, 2000), Amblycipitiadae (Lee
& Kim, 1999) and Trichomycteridae. Lateral projections are short in Diplomystidae, short
or long in the Trichomycteridae, 7. aff. iheringi, and long in Bagridae and in the
Trichomycteridae, T. areolatus. Jamieson (1991) suggested that the superorder Otophysi is
unified by a clear synapomorphic loss of the flagellar fins. However, new data on
Siluriformes show that this feature varies a lot within the group.

To date, the spermatozoa of 23 species and 12 families of Siluriformes have been
described. For 12 species, there are good descriptions and photodocumentation whereas for
the remainder, just some schematic drawings of spermatozoal morphology or some images

within a broader context related to reproduction are available. This number of descriptions
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is very small in comparison with the number of species and families of this order and limits
a general discussion about the evolution of these characteristics in the group. However, a
general analysis of the data available on the different spermatozoal structures found in
Siluriformes did not reveal the existence of the similarities expected among related groups.
Thus, in the families Nematogenyidae and Trichomycteridae, that form a monophyletic
group (de Pinna, 1998), it is observed that the only characteristic that they have in common
is the presence of a nucleus containing highly condensed homogeneous chromatin
interspersed with electron-lucent areas. This characteristic, however, is also observed in
Pimelodidae (Quagio-Grassiotto & Carvalho, 2000; Santos et al., 2001), Siluridae
(Emel’yanova & Makeyeva, 1992; Kwon et al., 1998; Lee & Kim, 2001), Bagridae
(Emel’yanova & makeyeva, 1992; Lee, 1998; Kim & Lee, 2000), Auchenipteridae (Burns
et al., 2002), Ictaluridae (Poirier & Nicholson, 1982; Emel’yanova & Makeyeva, 1991) and
Amblycipitidae (Lee & Kim, 1999) suggesting that it is widely shared among Siluriformes.
By comparing the two species of Trichomycterus herein studied, similarities in
spermatozoal structure are observed. Baccetti et al. (1984), based on the analysis of 7
species belonging to 6 genera of Cyprinidae (Leuciscus, Rutilus, Alburnus, Chondrostoma,
Barbus and Carassius) of Cypriniformes, family Cyprinidae, suggested that the
spermatozoal structure is quite conserved among species of a same family. Therefore, the
characterization of such structure may be very useful in the identification of interfamilial
relationship patterns. In conclusion, to know the extension of the variability in
spermatozoal structure among Siluriformes, new, further and broader studies, including

more families and a significant number of species per family, are required.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. N. inermis spermatozoon. B: basal body; E: electron-lucent areas; F: flagellum; N:
nucleus; V: vesicles; ¥: mitochondria; % : chromatin clusters. X17.000.

Figures 2 and 3. Head of N. inermis spermatozoon (cross sections). N: nucleus; :
chromatin clusters. X17.000; X13.600.

Figures 4-6. Midpiece region of N. inermis spermatozoon (cross sections). B: basal body; F:
flagellum; V: vesicles; %¥: mitochondria; arrow: cytoplasmic channel. X17.000; X18.400;
X18.400.

Figure 5 — Inset. Detail of centrioles fix. B: basal body; arrow: cytoskeletal components.
X20.400.

Figures 7 and 8. Individualized and associated axonemes of N. inermis spermatozoon
flagella (longitudinal sections). A: axoneme; L: plasmic membrane. X23.000; X17.000.
Figures 9 and 10. Individualized and associated axonemes of N. inermis spermatozoon

flagella (cross sections). A: axoneme; L: plasmic membrane. X15.600; X15.600.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 11. Trichomycterus aff. iheringi spermatozoon. B: basal body; F: flagellum; N:
nucleus; V: vesicles; ¥: mitochondria. X23.000.

Figures 12 and 14. Head region of T. aff. iheringi spermatozoon (cross sections). E:
electron-lucent areas; N: nucleus; V: vesicles; ¥: mitochondria. X13.250; X13.250,
X17.000.

Figures 15 and 16. Detail of nuclear fossa and centriolar complex of 7. aff. iheringi
spermatozoon. C: centriolar complex; E: electron-lucent areas; N: nucleus; %:
mitochondria. X23.000; X42.000.

Figures 17-19. Midpiece of T. aff. iheringi spermatozoon. B: basal body; F: flagellum; N:
nucleus; V: vesicles; ¥: mitochondria; arrow: cytoplasmic channel. X28.350, X23.000,
X13.250.

Figures 20-22: Flagellum T. aff. iheringi spermatozoon (cross and longitudinal sections). A:

axoneme; arrowhead: lateral projections. X42.000, X17.000.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 23. Trichomycterus areolatus spermatozoon. B: basal body; E: electron-lucent areas;
F: flagellum; N: nucleus; V: vesicles. X9750.

Figures 24-26. Head region of T. areolatus spermatozoon (cross sections). E: electron-
lucent areas; N: nucleus; P: proximal centriole; V: vesicles; %: mitochondria. X25.200;
X22.050; X18.400.

Figures 27 and 28. Detail of nuclear fossa and centriolar complex arrangement of T.
areolatus spermatozoon. C: centriolar complex; F: flagellum; N: nucleus; V: vesicles; %:
mitochondria; seta: cytoplasmic channel. X23.000; X23.000.

Figures 29-32. Midpiece of T. areolatus spermatozoon. C: centriolar complex; D: distal
centriole; E: areas eletron-lucent; F: flagellum; N: nucleus; V: vesicles; %¥: mitochondria;
seta: cytoplasmic channel. X17.000; X18.400; X17.000; X22.100.

Figures 33 and 34. Flagellum of T. areolatus spermatozoon (cross and longitudinal
sections). A: axoneme; N: nucleus; seta: cytoplasmic channel; arrowhead: lateral

projections. X27.600; X23.800.
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