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RESUMO

Os géneros Incertae sedis em Characidae, onde se encontra classificado o género Astyanax
atualmente, constituem um imenso e heterogéneo conjunto de peixes, predominantemente
pequenos, abundantes em rios e outros habitats aquaticos da regido neotropical. Neste grupo sdo
inimeros os problemas taxondmicos e filogenéticos. O conhecimento das relagdes de parentesco
entre os Characiformes e conseqiientemente entre os Characidae tem por base caracteristicas
osteologicas e de partes moles, além de dados moleculares. Sabe-se que o aparelho reprodutor
masculino, a espermiogénese e os espermatozoides das diferentes espécies apresentam
caracteristicas que podem conter tracos a serem uteis nas analises cladisticas. Considerando a
potencial aplicabilidade dos caracteres reprodutivos no estudo das relagdes de parentesco entre as
espécies, descreve-se aqui a organizagao estrutural do aparelho reprodutor masculino e a morfologia

das células germinativas presentes na gonadas de representantes do género Astyanax.
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ABSTRACT

The genera Incertae sedis in Characidae, where is found the genera Astyanax nowadays, are
composed by a huge and heterogeneous group of fishes, mainly small, very common in rivers and
other aquatic habitats from the neotropical area. In this group there are plenty of taxonomic and
phylogenetic problems. The knowledge about the relationships among the Characiforms and
consequently among the Characidae is based on bone and soft parts characteristics, beyond
molecular data. It is known the male reproductive system, the spermiogenesis and the

spermatozoids from the different species pursue characteristics that may have useful clues for the



cladistic analysis. Considering the potential applicability of the reproductive characters in the study
of the relationships among the species, it is described here the structural organization of the male
reproductive system and the morphology of the germinative cells found in the gonads of

representatives from the genera Astyanax.
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INTRODUCAO

Os estudos sistematicos dos peixes neotropicais, com base em dados morfoldgicos tém-se
expandido consideravelmente nos ultimos anos (ver referéncias em Malabarba et al., 1998),
principalmente apds a incorporagdo de novas técnicas de obtencgdo e interpretacdo de dados. Entre
estas técnicas estd o uso da metodologia de analise filogenética, proposta inicialmente por Hennig
(1966) e implementado por diversos autores. Apesar dos notaveis progressos, muito ainda resta a
ser conhecido sobre a filogenia dos diversos grupos, devido & imensa magnitude da biodiversidade
neotropical.

Dentro de Characiformes os maiores problemas taxonomicos e filogenéticos ocorrem em
grupos de porte pequeno, com menos que 15 cm de comprimento padrdo e primariamente
pertencentes a familia Characidae, grupo dominante na ordem em termos de diversidade
taxondmica.

Embora o conhecimento atual sobre o padrdo de relacionamento entre os Characiformes tenha
sido inferido com base em caracteres morfologicos, outros dados parecem ser potencialmente uteis
no estudo do grupo. Varias das caracteristicas reprodutivas das espécies podem conter tragos
filogenéticos. A estrutura gonadal dos Teleostei, por exemplo, mostra diferencas marcantes entre os
grupos mais basais e os grupos mais derivados, os Neoteleostei (Parenti & Grier 2004).

Nos Teleostei, a organiza¢do do compartimento germinativo no interior dos testiculos - em
lobulos ou em tubulos - também encerra informacdes de carater filogenético (Parenti & Grier,
2004). 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 organizacdo testicular ¢ encontrado nos Teleostei mais derivados,
Percomorpha e Atherinomorpha. Nos testiculos tubulares, o compartimento germinativo termina em
forma de alcas. Nos Teleostei mais basais, os tubulos sofrem anastomoses em diferentes alturas do
orgdo, principalmente na regido do ducto espermatico. Esse ultimo tipo de organizacao testicular ¢
denominado de tubular anastomosado (Grier, 1993).

Parenti e Grier (2004) num levantamento recentemente concluido sobre a estrutura testicular

nos Teleostei, contabilizando 136 descricdes, confirmam esses dados. Nesse banco,



surpreendentemente, os Ostariophysi (superordem a qual pertencem os Characiformes) com 75%
das espécies de peixes de dgua doce do mundo (Fink & Fink, 1981), representam apenas 5,8% das

136 descricoes existentes.

OBJETIVOS
Dado o potencial de aplicabilidade das informagdes sobre a estrutura do aparelho reprodutor,
a morfologia fina da gametogénese e das células germinativas masculinas para os estudos
filogenéticos dos Teleostei e considerando-se os genéros Incertae Sedis em Characidae descreve-se
aqui:
- aorganizagdo estrutural dos testiculos de representantes do género Astyanax ;
- a morfologia das células germinativas e somadticas que compde o sistema reprodutor

masculino de representantes deste género;

METODOLOGIA

Para tal, durante os meses de margo ¢ setembro de 2006 foram coletados 20 espécimes de
representantes das espécies Astyanax altiparanae e Astyanax fasciatus, popularmente conhecidos
como lambaris do rabo amarelo e do rabo vermelho, respectivamente. Os animais foram coletados
na bacia do Parana-Paraguai. Os machos sexualmente maduros tiveram o aparelho reprodutor
retirado, e todos os espécimes utilizados foram subseqiientemente fixados em formol 4%,
conservados em Alcool 70% e depositados no Museu do Departamento de Morfologia como
espécimes-testemunho.

O aparelho reprodutor dos espécimes coletados foi retirado inteiro, fixado em solugdo de
paraformaldeido 4% em tampao fosfato Sorensen 0,1M, pH 7.3, por pelo menos 12 horas, analisado
quanto a presencga e localizacdo de regides diferenciadas e estruturas anexas e documentados através
de registros fotograficos digitais. Os testiculos foram seccionados longitudinal e transversalmente,
fixados em solucdo de Karnovsky e paraformaldeido 4% em tampdo fosfato Sorensen 0,1M, pH 7.3,
por pelo menos 12 horas, incluidos em resina plastica, e seccionados com 3um de espessura em
micrétomo equipado com navalha de vidro. Para a analise da organizacdo do compartimento
germinativo, as sec¢des foram coradas com Hematoxilina e Eosina, Metanil Yellow + PAS (para
detec¢do de proteinas e polissacarideos neutros) € Azul de Toluidina (em diferentes pHs, para
detecgdo de polissacarideos acidos) examinadas e documentadas através de registros fotograficos

em estereomicroscopia e microscopia de luz.



CONCLUSOES

A andlise do material mostrou que, em Astyanax sp (Fig 1A, B), os testiculos sdo o6rgdos
pares, saculiformes, que se unem no ducto espermatico, o qual desemboca na papila urogenital (Fig.
1C). Este ¢ do tipo tubular anastomosado, com compartimento germinativo formado por alcas e
tubulos ramificados que se interconectam da periferia até o ducto testicular principal (Fig. 2A),
caracteristica que ocorre apenas nos osteichthyes basais, em que se incluem os teledsteos mais
basais (GRIER, 1993; PARENTI & GRIER, 2004). No epitélio germinativo, a unidade
morfofuncional da espermatogénese ¢ o espermatocisto ou cisto (Fig. 2B, C), constituido por
células germinativas, em desenvolvimento sincronico, envoltas perifericamente pelas células de
Sertoli (Fig. 2N). No intersticio (Fig. 2°, P) encontram-se células de Leydig (Fig. 2°), midides (Fig.
2P), tecido conjuntivo (Fig. 2P) e vasos sangiiineos (Fig. 2P). As células germinativas sdo divididas
em espermatogOnias (primarias e secundarias) (Fig. 2D-G), espermatocitos (primdrios e
secundarios) (Fig. 2H, I), espermatides (Fig. 2J-L) e espermatozoéides (Fig. 2M), conforme seu grau
de desenvolvimento. As espermatogdnias primarias (tipo A) (Fig. 2D) aparecem sozinhas no
interior do cisto, possuem nticleo volumoso, cromatina descondensada e um nucléolo evidente. Elas
dividem-se em espermatogdénias secundarias (tipo B) (Fig. 2E), as quais possuem mais de um
nucléolo e sdo encontradas em grupos de duas ou mais células dentro de um cisto (Fig. 2G). Estas
células passam por sucessivas mitoses (Fig. 2F), tornam-se sucessivamente menores ¢ enfim dao
origem aos espermatocitos primarios (I) (Fig. 2H, I), que ndo possuem nucléolo e apresentam
complexos sinaptonémicos no interior do nucleo. Os espermatécitos I, apds a primeira divisdo
meiodtica, transformam-se em espermatocitos secundarios (II), os quais sao dificilmente visualizados
por entrarem rapidamente em meiose II. Estes diferem dos anteriores por possuirem um menor
tamanho. Os espermatocitos II, entdo, originam as espermatides (Fig. 2J-L). Estas possuem
cromatina heterogeneamente condensada conforme sua maturacdo, perda progressiva de citoplasma
e inicio do desenvolvimento do aparato flagelar. Ao término da maturagdo, as espermatides sdo
liberadas na luz dos tibulos, em um processo denominado espermiacdo, e sdo entdo denominados
espermatozoides (Fig. 2M). Eles possuem cromatina extremamente condensada, citoplasma muito

reduzido e um unico flagelo.
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LEGENDA

Figura 1. A: Representante da espécie Astyanax altiparanae, utilizada no projeto — 2x; B:
Representante da espécie Astyanax fasciatus, utilizada no projeto — 2x; C: Testiculo de
representantes do género Astyanax — 9x.

Figura 2. A: Estrutura testicular do testiculo do género Astyanax (Azul de Toluidina) — 1,9x;
B, C: Tubulo testicular composto por cistos, a unidade morfofuncional da espermatogénese
(Metanil-Yellow + PAS, Hematoxilina-Eosina) — 7,3x e 8,4x; D: Espermatogonia do tipo A no
interior de um cisto (Hematoxilina-Eosina) — 60x; E: Espermatogonia do tipo B no interior de um
cisto, aparentemente sozinha devido ao plano de corte (Hematoxilina-Eosina) — 40x; F:
Espermatonia do tipo B em divisdo mitética (Hematoxilina-Eosina) — 40x; G: Duas
espermatogonias do tipo B no interior de um cisto (Hematoxilina-Eosina) — 40x; H: Espermatocitos
primarios em um cisto (Hematoxilina-Eosina) — 25x; I: Espermatocitos em metafase meidtica no
interior de um cisto (Hematoxilina-Eosina) — 32x; J: Espermatides em uma fase de
desenvolvimento inicial em um cisto (Hematoxilina-Eosina) — 20x; K: Espermatides em uma fase
de desenvolvimento final (Hematoxilina-Eosina) — 34x; L: Espermatides sendo liberadas na luz de
um tubulo (Hematoxilina-Eosina) — 16x; M: Espermatozodides na luz do tiibulo (Hematoxilina-
Eosina) — 15x; N: Células de Sertolli ao redor de um cisto (Hematoxilina-Eosina) — 40x; O: C¢lulas
de Leydig, repletas de vesiculas lipidicas (Hematoxilina-Eosina) — 15x; P: Intersticio, onde
visualizam-se vasos sangiiineos (*) e células midides (#) (Hematoxilina-Eosina) — 15x.
Abreviacdes: ¢, cisto; cl: célula de Leydig; cs, célula de Sertolli; ec: espermatocito; ecm:
espermatocito em metafase; eg, espermatogdnia primaria; eg2, espermatdnia secundaria; em:

espermatide; ez: espermatozoide; i, intersticio; 1, luz do tibulo; n, nucleo; nu, nucléolo; t — tibulo.
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