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RESUMO
Em Siluriformes, o aparelho reprodutor masculino é extremamente diversificado, exibindo desde
orgaos saculiformes até testiculos franjados. Em algumas familias, os testiculos podem ser
constituidos somente por franjas espermatogénicas, ou apresentarem franjas secretoras na regiao
caudal, ou ainda estruturas acessorias (estrutura em favo de mel ou ampola) que ndo tém nenhuma
atividade espermatogénica. O conhecimento das diferencas anatdmicas entre os aparelhos
reprodutores masculinos de Siluriformes pode contribuir para entender a evolugdo gonadal e
auxiliar em andlises filogenéticas nestas espécies. Para isto, foi proposto uma andlise morfologica
comparativa do sistema reprodutor masculino de Pseudopimelodidae e Heptapteridae, considerados
antigamente como Pimelodidade. Machos adultos de Heptapteridae (Pimelodella gracillis,
Imparfinis sp., Cetopsorhamdia sp.) e de Pseudopimelodidae (Microglanis sp.) foram coletados
mensalmente nos rios do municipio de Botucatu-SP. Os animais foram anestesiados e sacrificados
para a retirada dos testiculos, os quais foram fixados em solu¢cdo de glutaraldeido 2% e
paraformaldeido 4% em tampdo fosfato Sorensen 0.1M, pH 7.3, por pelo menos 24 horas. O
material foi desidratado e processados para a inclusio em historesina Technovit 7100 (Jung
HistoResin). As secoes de 3um foram coradas com &4cido periddico de Schiff (PAS) + Hematoxilina
+ Metanil Yellow. Os testiculos das espécies analisadas sdo 6rgdos pares, que apresentam franjas
em toda a sua extensdo, as quais se projetam ventralmente ao longo de duas bases dorsais. Essas
bases testiculares apresentam um ducto principal que se unem para formar o ducto espermético
unico, o qual se comunica com a papila urogenital. Nos cortes histolégicos, os testiculos das
espécies analisadas compartilham um mesmo padrdo de organizacdo. As franjas da porcao cranial
do testiculo apresentam atividade espermatogé€nica com um compartimento germinativo do tipo
tubular anastomosado. Na por¢do caudal dos testiculos algumas franjas mostram-se estritamente
secretoras, as quais acumulam, na luz dos tibulos seminiferos, uma secrecdo de provavel natureza
protéica. Exceto em Heptapteridae, as franjas secretoras de Pseudopimelodidae diferem-se

nitidamente pela sua coloracdo translicida, além de serem mais alongadas e arredondadas. Este



trabalho descreve a morfologia do aparelho reprodutor masculino dos “antigos” Pimelodidae
(Heptapteridae e Pseudopimelodidae), que associada a outras caracteristicas como biologia
molecular, torna-se util para o entendimento da filogenia do grupo.
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ABSTRACT

In Siluriforms, the male reproductive system is extremely diversified, exhibiting since saculiform-
paired organs to fringed testis. In some families, the testes can be constituted only by spermatogenic
fringes, or have secretory fringes in the caudal region, or even accessory structures (honeycomb-
like structure or ampulla) that have no spermatogenic activity. The knowledge of the anatomical
differences between the male reproductive systems of Siluriforms may contribute to understand the
gonadal evolution and to help in phylogenetic analyses in these species. For this reason, we propose
to evaluate comparatively the morphology of the male reproductive system in the
Pseudopimelodidae and Heptapteridae, that are gourped in Pimelodidae.Sexually mature males of
Heptapteridae (Pimelodella gracillis, Imparfinis sp., Cetopsorhamdia sp.) and Pseudopimelodidae
(Microglanis sp.) were monthly collected in rivers and streams of the municipal district of
Botucatu-SP. The animals were anaesthetized, sacrificed and their testes were quickly removed and
immersed in 2% glutaraldehyde and 4% paraformaldehyde in Sorensen phosphate buffer (0.1M, pH
7,2) for at least 24 hours. The material was dehydrated and embedded in resin Technovit 7100 (Jung
HistoResin).  Sections of 3um  were stained with  Schiff’s  periodic  acid
(PAS)+Hematoxylin+Metanil yellow. In the studied species, the testis is composed of a variable
number of fringes more or less elongated and with different formats. The fringes are connected to
the main testicular ducts (right and left) that are joined, at the posterior region of the testis, forming
a common spermatic duct, which extends to the urogenital papillac. Among the species, the
comparative histology reveals a common testicular structure: the cranial fringes are spermatogenic,
showing a tubular anastomosing germinal epithelium; and the caudal fringes are strictly secretory
with PAS negative secretion. Anatomically, the testicular fringes of related species present
differences in color, number and format. Except in Heptapteridae, the secretory fringes in
Pseudopimelodidae are easily distinguished by the anatomy. These secretory fringes are more
elongated, rounded and with white or translucent coloration. This work describes the morphology of
the male reproductive system in the “old” Pimelodidae (Heptapteridae and Pseudopimelodidae)
available informations that added to traditional characters (osteology, biometry and molecular
biology) can be useful to understand the phylogeny of the group.

Keywods: Siluriforms, Testis, Reproductive System



INTRODUCAO

A ordem Siluriformes compreende um grupo de peixes extremamente grande, diverso e
amplamente distribuido nas regides tropicais de todo o mundo. Os peixes dessa ordem, em geral,
habitam o fundo dos rios, permanecendo entre as rochas e a vegetacao. Possuem formas e tamanhos
extremamente variados, com hdbitos predominantemente crepusculares e noturnos.

O corpo desprovido de escamas pode ser revestido por uma pele espessa, popularmente
conhecida como couro, ou entdo, coberto total ou parcialmente com placas Gsseas; geralmente
possuem trés pares de barbilhdes, provavelmente utilizados para localizar alimentos no fundo e
orientar sua natacao.

Apesar de bastante estudadas, as hipdteses de relacionamento entre as vdrias familias de
Siluriformes sdo ainda contraditérias. Por exemplo, em contraste com o consenso geral sobre a
familia Diplomystidae como o grupo irmao de todos os outros Siluriformes, as hipdteses de
relacionamento de Pimelodidae, Heptapteridae e Pseudopimelodidae com as outras familias de
Siluriformes ndo sdo robustas. Reconhecidas antes como subfamilias de Pimelodidae, Pimelodinae,
Pseudopimelodinae e Heptapterinae sdo aceitas hoje como familias (Pimelodidae,
Pseudopimelodidae e Heptapteridae).

Nos Teleostei, e particularmente nos Siluriformes, o aparelho reprodutor masculino pode
apresentar uma série de diferenciagdes. Os testiculos variam de simples bolsas alongadas que
convergem para a papila genital, a Orgdos compostos por vdrias franjas com funcdo
predominantemente espermatogénica, contendo regides diferenciadas com funcdo secretora ou
armazenadora de esperma. Alguns grupos chegam inclusive a apresentar estruturas similares em
funcdo a vesiculas seminais, as ampolas. A presenca de regides diferenciadas nos testiculos e
estruturas anexas no aparelho reprodutor parece conter tracos filogenéticos.

Apesar da potencial aplicabilidade deste tipo de dado para o conhecimento das relacdes de
parentesco entre as espécies, informagdes sobre a anatomia testicular e seus anexos encontram-se
disponiveis apenas em algumas das familias de Siluriformes.

Nos Teleostei, a organizacdo do compartimento germinativo no interior dos testiculos - em
I6bulos ou em tubulos - também encerra informagdes de cardter filogenético. Nos testiculos
lobulares, o compartimento germinativo termina em fundo cego e com formato de dedos voltados
para baixo. Pode sofrer anastomoses, porém apenas na regido do ducto principal. Esse tipo de
organizagdo testicular € encontrado nos Teleostei mais derivados, Percomorpha e Atherinomorpha.
Nos testiculos tubulares, o compartimento germinativo termina em forma de al¢as. Nos Teleostei
mais basais, os tibulos sofrem anastomoses em diferentes alturas do 6rgado, principalmente na
regido do ducto espermético. Esse ultimo tipo de organizagdo testicular ¢ denominado de tubular

anastomosado.



A anatomia, organizacdo do compartimento germinativo, diferenciacdes e anexos
testiculares sdo tidos como caracteres bastante uteis para a identificacdo dos padroes de
relacionamento inter familiar e parecem ter aplica¢do nos estudos filogenéticos. Considerando: a) o
novo status familiar de Pseudopimelodidae, Pimelodidae e Heptapteridae e b) que descri¢des mais
detalhadas sobre o aparelho reprodutor masculino dessas familias restringem-se a poucos
representantes ou nao se encontram disponiveis, pretendeu-se descrever tais caracteres em
Microglanis sp (Pseudopimelodidae); Rhamdia quelen e Pimelodella gracillis (Heptapteridae),
Cetopsorhamdia sp e Imparfinis sp (também Heptapteridae, pertencentes a subfamilia
Heptapterinae) e compara-los com dados ja existentes para os Pimelodidae, de forma a ampliar as
informacdes existentes sobre este grupo de animais. Essas informacdes podem vir a compor um
novo conjunto de caracteres que associado a outros sistemas (morfoldgicos, citogenéticos,
moleculares, espermatoldgicos) venha a ser utilizado nas andlises das relacdes dessas familias entre

si e com os demais Siluriformes.

METODOLOGIA

Machos adultos de Pimelodella gracillis, Rhamdia quelen, Imparfinis sp.,
Cetopsorhamdia sp. e Microglanis sp. foram coletados mensalmente em riachos do municipio de
Botucatu-SP. Os animais foram anestesiados em solu¢do de benzocaina 0,1% e foi realizada uma
incisdo ventro-mediana para retirada das gonadas.

Os testiculos retirados foram fixados inteiros em solu¢do de glutaraldeido 2% e
paraformaldeido 4% em tampao fosfato Sorensen 0.1M, pH 7.3, por pelo menos 24 horas,
fotografados e processados para a inclusdo em historesina, no Laboratério de Biologia da
Reproducdo de Peixes Neotropicais, do Departamento de Morfologia, do Instituto de Biociéncias de
Botucatu, UNESP. As seccdes, com 3um de espessura, foram obtidas em micrétomo equipado com
navalha de vidro. Os cortes histoldgicos obtidos foram corados em Hematoxilina Férrica/Eosina
(H.E.) e PAS + Hematoxilina + Metanil Yellow (MY) para andlise da organizacdo do
compartimento germinativo, diferenciagdes e anexos testiculares. O material foi analisado em
estereomicroscopio € ao microscopio fotonico. A documentacdo fotogrifica foi realizada por

captura digital.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os testiculos dos Heptapteridae e Pseudopimelodidae analisados sdo 6rgdos pares, que
apresentam franjas em toda a sua extensdo, as quais se projetam ventralmente ao longo de duas
bases dorsais. Essas bases testiculares apresentam um ducto principal que se unem para formar o

ducto espermético unico, o qual se comunica com a papila urogenital. Anatomicamente, esses



testiculos apresentam diferencas quanto a regido de confluéncia testicular, nimero e formato das
franjas (Fig. 1 a 5).

Em Pimelodella gracillis os testiculos sdo formados por uma grande quantidade de franjas
alongadas e suas bases dorsais confluem na regido mediana. J4 em Imparfinis sp. as franjas
apresentam um formato triangular e estdo em numero reduzido, sendo que as franjas da porcdo
cranial sdo maiores que as da porcao caudal. Assim como em Cetopsorhamdia sp., os testiculos de
Imparfinis sp. sdo unidos ao longo de todo o seu comprimento, separados somente na por¢ao
cranial. Porém, em Cetopsorhamdia sp. as franjas mostram-se alongadas, semelhante as franjas de
Pimelodella gracillis, mas estdo presentes em uma quantidade muito maior. Ja os testiculos de
Microglanis sp., unico representante dos Pseudopimelodidae analisado, apresentam franjas
alongadas e de nudmero varidvel. Diferentemente dos Heptapteridae, as franjas caudais dos
Pseudopimelodidae, ou seja, as franjas secretoras, diferem-se nitidamente das franjas craniais pela
sua coloracdo translicida. Na regido mediana, as bases dorsais dos testiculos confluem e convergem
para a regido caudal.

Tanto em Heptapteridae como em Pseudopimelodidae os testiculos sdo envoltos por uma
tinica albuginea de natureza conjuntiva, que emite septos para o interior das franjas formando um
tecido intersticial. No interior dos tubulos seminiferos, as células de Sertoli associam-se a uma
célula germinativa, a espermatogbnia primdria, dando origem a um cisto onde ocorre a
gametogénese (Fig. 6, 8). As espermatogdnias primdrias sdo as maiores células da linhagem
germinativa, tém forma esférica ou oval, nicleo volumoso e central com cromatina finamente
granulada. Apresentam um s nucléolo, geralmente excéntrico, bastante evidente. As
espermatogOnias primdrias sofrem divisdo celular, originando as espermatogOnias secunddrias, as
quais s@ao menores do que as primdrias. Nos cistos, encontram-se em grupos de nimero variavel e
possuem nucleo esférico com cromatina finamente granulada. Apresentam dois ou mais nucléolos e
citoplasma de contorno irregular. Os espermatocitos, menores que as espermatogdnias, t€m nicleo
basofilico com cromatina compacta e ndo apresentam nucléolo. Apds o término da meiose, dao
origem as espermdtides. As espermdtides sdo pequenas células esféricas com citoplasma muito
reduzido. Seu nidcleo, com cromatina em compactagdo, decresce gradualmente em didmetro ao
longo do processo de diferenciagdo, dando origem aos espermatozéides. Os espermatozoides sdo as
menores células germinativas. Caracterizam-se por apresentar um longo flagelo e nucleo
arredondado, com cromatina bastante compacta, que se cora intensa € homogeneamente. Sao
basofilicos e estdo presentes no limen dos tibulos seminiferos.

Nos cortes histologicos, os testiculos das espécies analisadas compartilham um mesmo
padrdo de organizagdo. As franjas da por¢do cranial do testiculo apresentam atividade

espermatogénica com um compartimento germinativo do tipo tubular anastomosado (Fig. 7, 9, 10,



12, 13, 14, 15). O epitélio dos tibulos seminiferos € constituido pelas células germinativas e pelas
células de Sertoli, organizadas em cistos, os quais se encontram em diferentes fases da
espermatogénese. Conforme as células germinativas finalizam a diferenciacdo, os espermatozoéides
s@o liberados na luz do compartimento germinativo. Assim, as franjas espermatogénicas tornam-se
gradativamente armazenadoras. Na porcao caudal dos testiculos algumas franjas mostram-se
estritamente secretoras, as quais acumulam, na luz dos tdbulos seminiferos, uma secre¢do de
provdavel natureza protéica (Fig. 11, 16). Somente em Rhamdia quelen nado foi observada diferenca
entre as franjas caudais e craniais, portanto, aparentemente todas as franjas apresentam atividade
espermatogénica (Fig. 9). Porém ndo se pode fazer tal afirmacdo uma vez que o nimero que

exemplares estudados foi muito reduzido.

CONCLUSOES

Foi possivel observar que os testiculos das cinco espécies estudadas neste trabalho
apresentam projecOes digitiformes ou franjas, igualmente relatadas em outros Siluriformes. Apesar
do aspecto franjado, estes testiculos apresentam tibulos seminiferos com células espermatogénicas
organizadas em cistos, similares aos observados na maioria dos teledsteos. As células germinativas,
nestas espécies, t€ém desenvolvimento sincronico, de modo que em cada cisto todas as células
encontram-se numa mesma fase. Entretanto, a composi¢do das células germinativas € varidvel entre
as franjas. Além disso, Heptapteridae ( Pimelodella gracillis, Rhamdia quelen, Imparfinis sp. e
Cetopsorhamdia sp.) e Pseudopimelodidae (Microglanis sp.) compartilham o mesmo tipo de
organizacdo interna de compartimento seminifero, na forma tubular anastomosada e apresentam
distribuicao irrestrita das espermatdgonias ao longo dos tibulos seminiferos. Tais caracteristicas sdo
inerentes aos grupos de peixes mais basais, caso dos Ostaryophisi, superordem a qual pertencem os

Siluriformes.
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Fig. 1: Testiculo de Pimelodella gracillis — vista dorsal; Fig. 2: Testiculo de Imparfinis sp — vista dorsal;
Fig. 3: Testiculo de Microglanis sp — vista dorsal; Fig. 4: Testiculo de Cetopsorhamdia sp — vista dorsal,
porcao caudal; Fig. 5: Testiculo de Cetopsorhamdia sp — vista dorsal; por¢ao cranial.

Legenda: fcr = franjas craniais; fc = franjas caudais; fcs = franjas caudais secretoras; fe = franja
espermatogénica; b = base testicular; de = ducto espermadtico
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Cortes histolégicos de testiculo de: Pimelodella gracillis Fig. 6: Tubulo seminifero anastomosado (Colora¢do MY);
Fig. 7: Franja armazenadora e ducto principal (Coloracio MY); Rhamdia quelen Fig. 8: Tubulo seminifero
(Coloragdo MY); Fig. 9: Franjas espermatogénicas (Coloracdo MY); Imparfinis sp Fig. 10: Franja espermatogénica
armazenadora (Coloracdo MY); Fig. 11: Por¢do de uma franja secretora (Coloragio MY); Fig. 12: Franja
espermatogénica (Coloragdo MY)

Legenda: fe = franja espermatogénica; fcs = franjas caudais secretoras; d = ducto principal; ts = tibulo seminifero;
ta = tubulos seminiferos anastomosados; cg = compartimento germinativo; G = espermatogdnia; C = espermatdcito;
Z = espermatozodides; cs = células secretoras; sc = secrecdo; S = célula de Sertoli; se = seio espermatico



Cortes histolégicos de testiculo de: Cetopsorhamdia sp Fig. 13: Franjas espermatogénicas e ducto
principal (Coloracédo HE); Fig. 14: Tubulos seminiferos anastomosados (Coloragdo MY); Microglanis
sp Fig. 15: Franja espermatogénica (Coloragdo HE); Fig. 16: Franja secretora (Coloragdao MY)
Legenda: fcs = franjas caudais secretoras; fe = franja espermatogénica; d = ducto principal; ts = tibulo
seminifero; ta = tibulos seminiferos anastomosados; sc = secre¢do
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