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RESUMO



Resumo

O presente trabalho teve como objetivo descrever a morfologia testicular e as
caracteristicas da espermatogénese e a estrutura dos espermatozéides em
Gymnocorymbus ternetzi, Hyphessobrycon bifasciatus e Hyphessobrycon eques.
Fragmentos de testiculo foram retirados e submetidos as técnicas de rotina para
microscopia Optica, microscopia eletronica de varredura e microscopia eletrdnica de
transmissao. Verificou-se que nas trés especies a distribuicdo das espermatogdnias
nos tubulos seminiferos corresponde ao tipo espermatogonial irrestrito. A
espermatogénese nas trés espécies segue um padrao cistico. Todas as células da
linhagem espermatogénica foram observadas nas trés espécies estudadas:
espermatogbnias primarias e secundarias, espermatocitos primarios e secundarios,
espermatides e espermatozéides. A morfologia dessas células segue o padrao
descrito na literatura para os teleésteos e elas sao reconhecidas principalmente pelo
tamanho do nucleo, que diminui gradativamente, a medida que aumenta o grau de
condensacao da cromatina. As espermatog6nias primarias apresentam um nucléolo
e mitocondrias agrupadas e associadas com corpos densos ou “nuages”. As
espermatogébnias, espermatdcitos e espermatides unidas por pontes citoplasmaticas,
se encontram dentro de cistos delimitados por prolongacdes das células de Sertoli.
Os espermatozdides de G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques apresentam cabeca
com nucleo esférico, sem acrossoma, peca intermedidria € um Unico flagelo, fossa
nuclear presente alojando o complexo centriolar e presenga de canal citoplasmatico.
Este trabalho contribui ao conhecimento das caracteristicas morfologicas e
funcionais dos espermatozoides, como ferramenta importante para o estudo basico
da biologia reprodutiva e para a produgéo em cativero de qualquer destas espécies
icticas, assim como, para o desenvolvimento de técnicas dirigidas a conservagao de
espécies nativas e sua aplicabilidade potencial nas andlises filogenéticas em

diferentes grupos de peixes.

Palavras-chaves: Espermatogénese, peixes ornamentais, Gymnocorymbus ternetzi,

Hyphessobrycon bifasciatus, Hyphessobrycon eques, estrutura testicular.



ABSTRACT



Abstract

The main purpose of this study was to describe the testicular morphology and
the characteristics of spermatogenesis and spermatozoa structure of
Gymnocorymbus ternetzi, Hyphessobrycon eques and Hyphessobrycon bifasciatus.
Testicular fragments were collected to conventional methodologies at optical
microscopy, scanning electron microscopy and transmission electron microscopy. It
was verified that spermatogonial organization of the seminiferous tubules in G.
ternetzi, H. eques and H. bifasciatus belonged to the unrestricted spermatogonial
type of fish testis. All the studied species had a cystic pattern of the spermatogenesis
process. All the cells of the spermatogenical lineage were observed in the three
species: primary and secondary spermatogonia, primary and secondary
spermatocytes, spermatids and spermatozoa. The morphology of those cells follows
the described pattern in the literature for most of teleosts and they are mainly
recognized by the size of the nucleus, which become smaller as chromatin
condenses. Characteristically, primary spermatogonia have a single nucleolus and
grouped mitochondria associated with dense bodies or nuage. Spermatogonias,
spermatocytes and spermatids are joined by cytoplasmatic bridges and are confined
within spermatocysts surrounded by cytoplasmic processes of Sertoli cells. G.
ternetzi, H. eques and H. bifasciatus spermatozoa have a spherical head, no
acrosome, and possess a midpiece consisting of basal body, which produces a
flagellum. The nuclear fossa contain the centriolar complex. The cytoplasmic canal is
observed. This study help to knowledge of the morphological and physiological
sperm features, important tool for the basic study of the biology and artificial
reproduction of fishes, as well as, to develop techniques to conservation and

phylogenetical studies in several fish groups

Key words: spermatogenesis, ornamental fish, Gymnocorymbus ternetzi,

Hyphessobrycon bifasciatus, Hyphessobrycon eques, testicular structure
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Introducdo Geral

A maior parte da produgao mundial em aquicultura é dedicada a producao de
alimento, no entanto, a producao de peixes ornamentais € um componente
importante da industria da aquicultura em varios paises (Tlusty, 2002). Este mercado
e o de produtos para a aquariofilia € uma atividade consolidada, que movimenta por
ano cerca de 500 milhdes de doélares (OFI, 2003), sendo de grande importancia
econdmica em muitas regides, principalmente nos paises em desenvolvimento
(Andrews, 1990; Cheong, 1996; Chapman et al, 1997; Bartley, 2000).

No mundo, cerca de 350 a 400 milhdes de peixes ornamentais sao
comercializados por ano, sendo 70% destes produzidos em cativeiro (Chao et al.,
2001), movimentando 278 milhdes de dolares por ano (FAO, 2005). Isto faz com que
surja interesse no desenvolvimento de métodos para producao de novas espécies
de agua doce (Tlusty, 2002).

O cultivo de peixes ornamentais pode ajudar a diminuir o impacto da captura
de animais do meio ambiente, minimizando possiveis conflitos com ambientalistas,
além disso, a aquicultura contribui para que a demanda dos mercados seja

principalmente estabelecida com produtos provenientes de cultivo (Tlusty, 2002).

Nos Estados Unidos a producao de peixes ornamentais é o quarto maior setor
da producio total de aqtiicultura, depois da indUstria do catfish, truta e salméo. E um
proeminente setor mesmo representando apenas 7% do total de producdo da
aquicultura (JSA, 1999). O interesse na producdo de peixes ornamentais nos
Estados Unidos tem aumentado desde 1985, sendo a Florida o Estado que produz
aproximadamente 80% do total da produ¢édo Norte-Americana (FASS, 1999). Neste
pais, a maior parte desta producao concentra-se em espécies de agua doce, das

quais aproximadamente 90% sé&o cultivadas em cativeiro (Dawes, 1998).

O Brasil é um pais reconhecido como exportador de peixes ornamentais,
tendo iniciado as atividades na década de 1970. Cerca de 28 a 65 milhdes de peixes
foram exportados durante os anos de 1998 a 2003, da regido de Barcelos,

Amazonas (Chao e Marcon, 2003).



Introducdo Geral

No Brasil, mesmo com ampla area geogréfica e muitas bacias hidrograficas, o
comércio de peixes ornamentais esta restrito a regiao do Amazonas (Bacias do Rio
Negro e Xingu, principalmente). Essa area mantém uma das maiores diversidades
de peixes existentes no mundo, com muitas espécies consideradas ornamentais
(Chao, 2001).

No Estado do Amazonas, essa industria aporta 60% da economia local (Chao
e Prang, 1997; Dowd e Tlusty, 2000). Mais de 20 milhdes de peixes vivos séo
exportados anualmente da regido, gerando cerca de trés milhées de ddlares para a
economia do Estado (Chao et al., 2001).

Porém, esses beneficios econdmicos normalmente sdo derivados da industria
da captura, principalmente no rio Amazonas (Norte do Brasil) causando sérios
impactos ambientais (Chao et al., 2001; Tlusty, 2002; Halachmi, 2006).

A Bacia do Rio Parana, é considerada a segunda maior bacia de América do
Sul, também com uma notavel ictiofauna (Agostinho e Julio, 1999), 42,6% das
espécies desta Bacia apresentam potencial para ser utilizadas no comércio de

peixes ornamentais (Pelicice e Agostinho, 2005).

A Ordem Characiformes & um dos grupos principais dentro dos peixes
neotropicais de agua doce, composta por 18 familias, com cerca de 270 géneros e
aproximadamente 1674 espécies descritas. Caracterizam-se por possuir dentes bem
desenvolvidos, nadadeira adiposa usualmente presente, corpo quase sempre
coberto de escamas, nadadeira pélvica presente, nadadeira anal curta a
moderadamente longa, linha lateral usualmente curvilinea, as vezes, incompleta. A
mandibula superior ndo protraida, dentes faringeos frequentemente presentes. Os
membros desta Ordem sao freqlentemente pequenos e a maioria apresenta cores
chamativas, caracteristica importante para ser utilizados como peixes ornamentais
(Nelson, 2006).



Introducdo Geral

Dentro desta Ordem, encontram-se 0s peixes correspondentes aos géneros
Hyphessobrycon e Gymnocorymbus, comumente identificados pela presenca da
nadadeira adiposa, linha lateral incompleta, boca com duas séries de dentes
premaxilares e o formato dos dentes nao necessariamente cbnicos, com as
escamas preventrais organizadas em mais de uma fileira, e sem escamas na
nadadeira caudal (Eigenmann, 1917; Géry, 1977) (Tabela 1).

O género Hyphessobrycon apresenta aproximadamente 65 espécies e faz
parte dos chamados “Tetras Americanos”, peixes utilizados no comércio de
ornamentais, destacando-se pela diversidade de formas, cores brilhantes,

comportamento pacifico e pelo seu tamanho, geralmente pequeno (Berra, 2001).

Tabela 1. Classificagdo zooldgica das espécies Gymnocorymbus ternetzi, Hyphessobrycon
bifasciatus e Hyphessobrycon eques, pertencentes a Ordem Characiformes

Reino:
Animalia

Filo:
Chordata

Classe:
Actinopterygii

Ordem:
Characiformes

Familia:
Characidae

Espécies Utilizadas:
Gymnocorymbus ternetzi
Hyphessobrycon bifasciatus
Hyphessobrycon eques

O Gymnocorymbus ternetzi (Boulenger, 1895), comumente conhecido como
tetra negro é comum em climas subtropicais, com temperaturas entre 20 a 26 °C,
tamanho méximo de 6,0 cm de comprimento total, € um peixe bastante agil,
resistente e de comportamento pacifico que habita principalmente nas superficies
dos corpos d’dgua, alimentam-se de vermes, pequenos crustédceos e insetos (Lima
et al., 2003).



Introducdo Geral

O Hyphessobrycon bifasciatus (Ellis, 1911), conhecido popularmente como
tetra amarelo, originario do Brasil, ¢ comum desde o Espirito Santo ao Rio Grande
do Sul, e na bacia do Rio Parana. Sua alimentagao é de tipo onivora, principalmente,
crustaceos e plantas. Espécie de pequeno porte alcangando 4,4 cm nos machos e
3,7 cm nas fémeas; apresenta comportamento pacifico e encontram-se em
ambientes bentopelagicos, com pH entre 5,8 e 8,0, e temperaturas de 20 — 25 °C.
Cabe destacar, que também sao muito importantes no comércio de peixes

ornamentais (Robins, et al., 1991).

Outra espécie de importancia econémica é o Mato Grosso, Hyphessobrycon
eques (Steindachner, 1882), espécie de comportamento gregario que se posiciona
perto da superficie entre as hastes de plantas de emersao. Encontrados
frequentemente em &guas estagnadas. Alimentam-se de vermes, crustaceos,
insetos e plantas. Seu modo reprodutivo é oviparo. Esta espécie faz parte de um
complexo de tetras “sanguineos”, hibridos produzidos facilmente por produtores, e

que sao oferecidos geralmente no comércio de aquarios (Weitzman e Palmer, 1997).

As estratégias reprodutivas em peixes ornamentais sdo complexas, e a
maioria ndo sdo bem entendidas. No entanto, protocolos de reprodugdo em espécies
de algumas familias, incluindo a familia Characidae, sado praticados sem se
conhecer aspectos morfolégicos da espermatogénese e espermiogénese (Gwo et
al., 2005).

Apesar de alguns autores terem realizado estudos sobre a ultraestrutura das
células germinativas, em diferentes grupos de peixes (Billard, 1984; Selman e
Wallace, 1986; Van Winkoop et al, 1992; Thiaw et al., 1995; Stoumboudi e
Abraham, 1996; Grandi e Colombo, 1997; Quagio-Grassiotto e Carvalho, 1999), séo
poucos os trabalhos de espermatogénese dentro da familia Characidae (Romagosa
et al., 1999, Cunha Negrao et al, 2002; Batlouni et al, 2006), e a maioria
descreveram ou documentaram as caracteristicas dos espermatozodides
pertencentes a esta familia (Burns et al., 1998; Aires et al., 2000; Andrade et al.,
2001; Vicentini, 2002; Cruz-Landim et al, 2003; Gusmao-Pompiani, 2003;
Verissimo-Silveira et al., 2006; Javonillo et al, 2007), ndo sendo encontrados

trabalhos deste tipo com as espécies G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques.
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Estudos sobre as varias espécies de peixes tém mostrado que o processo de
espermiogénese, o0s tipos de espermatozdides, assim como as estruturas
espermaticas, sao usualmente conservados nos membros de uma mesma familia ou
subfamilia, e podem apresentar sinais filogenéticos (Mattei, 1991). No entanto, a
comparacdo das caracteristicas ultraestruturais da espermiogénese é bastante
variavel dentro da ordem Characiformes e muitas vezes dentro da propria familia

(Verissimo-Silveira, 2007).

Cabe destacar, que o conhecimento da ultraestrutura dos espermatozdides e
em geral da espermatogénese em peixes, é importante ndo s6 para estudos
filogenéticos e de sistematica, como para aplicacbes praticas relacionadas a

fertilizacao artificial e preservagéo de sémen (Billard, 1978; Suquet et al., 1998).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi descrever a morfologia testicular
e a estrutura da espermatogénese em trés espécies pertencentes a Ordem
Characiformes  (Tetra Negro, Gymnocorymbus ternetzi, Tetra Amarelo,
Hyphessobrycon bifasciatus e Mato Grosso, Hyphessobrycon eques), utilizadas no

comércio de peixes ornamentais.

10



LITERATURA



Literatura
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Os testiculos de peixes teleésteos que apresentam fecundacao externa se
caracterizam predominantemente como 6rgaos alongados pares, de coloracao
esbranquicada, situados no celoma, cobertos por uma fina camada de tecido
conjuntivo (tdnica albuginea), ventralmente aos rins e dorsalmente ao canal
alimentar. Os testiculos mostram-se individualizados em toda a sua extensao,
podendo se unir a extremidade caudal para formar o ducto espermatico comum, que
se abre na papila urogentital. A superficie das gbnadas é lisa, sendo os seus
volumes, formas e coloracbes variaveis com o desenvolvimento gonadal
(Alexandrino et al., 1985; Lima et al., 1986; Patzner, 1991; Grier, 1993; Lahnsteiner
etal., 1994).

Os ductos espermaticos, em peixes teledsteos, apresentam arranjos
morfoldgicos variaveis nas diferentes espécies, de acordo com os modelos descritos
por Grier et al. (1980) e Lahnsteiner et al, (1994). De modo geral, os ductos
espermaticos sado formados a partir de um ducto testicular principal, em cada
testiculo, o qual recebe os tubulos seminiferos primarios ou secundarios com
comportamentos anastomaético ou ramificado, peculiar as espécies que apresentam
arranjo morfolégico testicular espermatogonial irrestrito (Grier et al., 1980; Selman e
Wallace, 1986; Grier, 1993). Em curimbaté (Prochilodus scrofa), o ducto testicular
principal se exterioriza, no pélo caudal do testiculo, continuando-se como ducto
espermatico. Este ultimo, se funde com o ducto espermatico do lado oposto para se

abrir na papila urogenital (Vicentini et al., 2001).

2- Estrutura testicular e caracteristicas das células germinativas

Estudos morfolégicos foram realizados no sentido de descrever a
espermatogénese de diferentes espécies de peixes teledsteos. Dentre os trabalhos
classicos e pioneiros encontram-se os estudos de Turner (1919), Geiser (1922 e
1924), Hann (1927), Vaupel (1929), Jones (1940), Mendoca (1943) e James (1946).
Trabalhos posteriores foram realizados com o intuito de esclarecer alguns aspectos

caracteristicos da espermatogénese e alguns autores indicaram que a
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espermatogénese ocorria dentro de “lébulos”, enquanto que outros se referiam a

“tUbulos seminiferos”.

Grier et al., (1980), estudando quatro ordens de teledsteos: Salmoniformes,
Cipriniformes, Perciformes e Atheriniformes, contribuiram com outra nomenclatura
para o sistema reprodutor masculino em peixes. Segundo estes autores, foi possivel
observar dois tipos estruturais distintos de testiculos, os quais se diferenciam
fundamentalmente na distribuicdo intratubular das espermatogénias. No tipo
“espermatogonial irrestrito”, as espermatogdnias se localizam ao longo de todo o
tubulo seminifero e geralmente estdo associadas a membrana basal. Este padrao
estrutural foi observado nos exemplares das ordens Salmoniformes, Perciformes e
Cipriniformes, semelhante ao observado em testiculos de mamiferos e na maioria de
teleosteos (Grier, 1981). Na ordem Atheriniformes, o testiculo se apresenta como
“espermatogonial restrito”, no qual as espermatogénias se localizam exclusivamente
na extremidade cega dos tubulos seminiferos, como foi observado também em
Gambusia affinis (Fraile et al, 1992). Em ambos os tipos de testiculos, o
desenvolvimento das células germinativas se produz de maneira sincronica, dentro
de cistos espermatogénicos delimitados por prolongacdes citoplasmaticas das
células de Sertoli (Grier et al., 1980).

Grier, em 1992, reavaliando a estrutura testicular dos cordados propés a
hipbtese da matriz extracelular para explicar uma provavel evolugdo do
compartimento germinativo. Segundo o autor, a estrutura testicular € bem definida
nos amniotas (répteis, aves e mamiferos) estando dividida em compartimentos
intratubular (ou germinativo) e intertubular (ou intersticial), separados entre si por
membrana basal. Entretanto, existe uma diversidade muito grande na morfologia
testicular entre classes e entre individuos da mesma classe de cordados anamniotas
(urocordados, cefalocordados, agnatas e elasmobranquios, peixes e anfibios), de tal
forma que s&o fundamentais estudos histolégicos e ultraestruturais para o melhor

entendimento das diferentes caracteristicas testiculares.

Com base na forma do compartimento germinativo, os testiculos dos
vertebrados podem ser de trés tipos: tubular, tubular anastomosado e lobular (Grier,

1993). O tipo tubular, tipico dos amniotas, é constituido por tubulos, que apresentam
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uma luz e nao terminam na periferia do testiculo e sim formam uma algca com as
duas extremidades dos tubulos conectadas a um sistema de ductos (Grier, 1993).
No tipo tubular anastomosado, o compartimento germinativo forma uma alca na
periferia do testiculo e apresenta um sistema de tubulos anastomosados continuo
desde a periferia até o ducto testicular. Este tipo é caracteristico dos teledsteos mais
primitivos (Grier, 1993; Pudney, 1995). No testiculo lobular, o compartimento
germinativo termina em fundo cego e tem a forma de uma “estrutura arredondada”,
sendo caracteristicos dos teledsteos “superiores”, como os Perciformes e os
Atheriniformes (Grier, 1993; Loir, et al. 1995; Pudney, 1995).

3- Espermatogénese em teledsteos

Em termos da cinética da espermatogénese, o desenvolvimento das células
germinativas se produz de maneira sincronica no interior de cistos germinativos,
delimitados pelas células de Sertoli (Grier et al., 1980; Grier, 1992; Loir et al., 1995;
Pudney, 1995). As células germinativas de um cisto provenientes de uma Unica
espermatogébnia, sdo, portanto, isogénicas (clone de células germinativas) até o
espermatocito primario pré-paquiténico. No paquiteno, através dos mecanismos de
crossing over, a recombinagdo génica ocorre e, por tanto, os espermatdcitos
primarios pos-paquiténicos sdao geneticamente distintos e nao constituem um clone
(Lo Nostro et al., 2003).

Segundo Mattei, et al., (1993) foram observados ainda, dois tipos de
espermatogénese em peixes teleésteos. O primeiro tipo compreende a
espermatogénese de tipo cistica, quando o desenvolvimento das células
germinativas ocorre completamente dentro do cisto. Neste caso, as células
germinativas estao ligadas por pontes citoplasmaticas, que se rompem ao final da
espermiogénese, quando os espermatozoides sao liberados no limen dos I6bulos
ou tubulos seminiferos. Neste tipo de espermatogénese as células germinativas
apresentam diferenciag@o sincronica e as células de Sertoli sdo as encarregadas de

transportar metabdlitos para as células germinativas (Griswold, 1988).

Na espermatogénese semicistica, os cistos germinativos se abrem antes do

final da espermatogénese, a qual é completada no limen dos l6bulos ou tubulos
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seminiferos. A distribuicdo de metabdlitos acontece no lumem dos lébulos ou
tubulos, para as células germinativas em diferentes estdgios de desenvolvimento
fora dos cistos germinativos (Griswold, 1988). As pontes citoplasmaticas existentes
entre as células germinativas se rompem, quando elas séo liberadas dentro do
limen dos I6bulos ou tdbulos. Este processo ocorre nos mais diversos estagios da
espermatogénese. O rompimento dos cistos germinativos, nos diferentes niveis de
diferenciacdo das células germinativas, segundo Mattei et al., (1993), leva a uma
mistura dos diferentes tipos de células germinativas no l[imen lobular, criando um

mecanismo de espermatogénese assincronica.

De acordo com Paniagua et al., (1997), a espermatogénese é um processo
muito similar em todo o reino animal, apesar da organizacdo das células
germinativas ser muito variada no interior do testiculo. Por outro lado, apesar dos
diferentes tipos de células germinativas serem praticamente os mesmos em todas as
espécies, as caracteristicas citolégicas variam de espécie para espécie.
Basicamente, a espermatogénese nos teledsteos pode ser dividida nas seguintes
etapas: proliferacdo das espermatogbnias, divisdo meidtica, espermiogénese e

espermiacao (Miura, 1999).

4- Caracteristicas ultraestruturais das células germinativas

Alguns estudos morfolégicos tém sido realizados no sentido de descrever as
caracteristicas morfolégicas das células germinativas, nos periodos iniciais da
espermatogénese de peixes em geral (Clerot, 1976; Grier, 1981; Selman e Wallace,
1986; Quagio-Grassiotto e Carvalho, 1999, Cruz-Landim et al., 2003). As
espermatogébnias representam as células tronco do epitélio seminifero, e sua origem
€ controversa em teleésteos. Alguns autores afirmaram que a renovagdo das
espermatogébnias é feita por divisao de células migratérias extratesticulares (Turner,
1919; Rastogi, 1968), ou ainda que aquelas se originam de células migratérias
localizadas no espaco intertubular seminifero (Jones, 1940; Srivastava, 1967). As
espermatogbnias podem se originar, ainda, a partir do estoque de células
germinativas indiferenciadas primarias, situadas no espaco intertubular (Ruby e Mc
Millan, 1970; Shanbrag e Nadkarni, 1979; Alexandrino et al., 1985).
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Ultraestruturalmente, as espermatogdnias primarias sdo as maiores células
do testiculo, seu nucleo ¢é esférico, apresentando cromatina granular e
uniformemente distribuida; nucléolo proeminente, esférico e elétron-denso. O
citoplasma contém mitocéndrias esféricas com poucas cristas, ribossomos livres,
reticulo endoplasmico liso e granular, e um sistema bem desenvolvido de
membranas duplas, perfuradas por uma sequéncia de poros, com oito a dez
cisternas, conhecidas como “lamellae annulata” (Romagosa et al, 1999; Quagio-
Grassiotto e Carvalho, 1999).

As espermatogbnias apresentam também uma estrutura elétron-densa no
citoplasma denominada cimento intermitocondrial, o qual geralmente est4 associado
a grupos de mitocéndrias (Toury et al. 1977; Romagosa et al., 1999; Quagio-
Grassiotto e Carvalho, 1999; Zaiden, 2000). As espermatoglnias primarias se
dividem por mitose e dao origem as espermatogodnias secundarias, que inicialmente
se apresentam muito similares as células méae, a excecao do nudcleo que se
apresenta ligeiramente menor. As espermatogdnias primarias e secundarias sao

visualizadas durante o ciclo reprodutivo, e podem ser observadas fora dos cistos.

Em sequéncia, as espermatogbnias secundarias sofrem mitose e originam os
espermatocitos primarios, que sao visualizados nas diversas fases da préfase
meibtica. Estas células apresentam nucleo central com forma regular ocupando
grande parte da célula. O nucléolo ndo é visivel e freqientemente se observam
massas cromossdmicas denominadas de complexos sinaptonémicos (Romagosa,
1991; Romagosa et al, 1999; Quagio-Grassiotto e Carvalho, 1999). Os
espermatdcitos secundarios, que se originam a partir da primeira divisdo meibtica
dos espermatécitos primarios, apresentam nucleos evidentes, excéntricos e com
cromatina distribuida irregularmente, o citoplasma apresenta numerosas nuages e
mitocdndrias concentradas no polo oposto ao nudcleo, porém, cistos de
espermatécitos secundarios sao raramente observados (Romagosa et al, 1999;
Shahin, 2006).
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5- Espermiogénese em teledsteos

A seguir, tem inicio o processo de espermiogénese, que representa a parte
pés-meidtica da espermatogénese, e envolve um processo complexo de
diferenciacao celular das espermatides em espermatozéides (Pléen e Courtens,
1986). Os cistos de espermatides, em diferentes estagios de maturacdo, ocorrem ao
longo dos tubulos seminiferos. Esta distribuicao foi ressaltada por varios autores em
diferentes espécies de teledsteos (Billard, 1970; Grier et al., 1980; Gusmao et al.,
1999; Romagosa et al., 1999; Verissimo-Silveira, 2007).

Segundo Mattei (1970) existem dois tipos de espermiogénese (tipo | e tipo ).
Na espermiogénese do tipo I, a espermatide jovem apresenta nucleo esférico
central, mitocondrias esparsas pelo citoplasma e complexo centriolar lateral ao
nucleo e preso a membrana plasmatica; o centriolo distal diferencia-se em
corpusculo basal e tem inicio o desenvolvimento de um flagelo lateral. O complexo
centriolar movimenta-se em direcdo ao nuicleo, arrastando a membrana
citoplasmatica e o segmento inicial do flagelo, formando deste modo, o canal
citoplasmatico, um espaco entre a membrana e o flagelo. No contorno nuclear,
proximo ao segmento inicial do flagelo, se forma uma depressdo, denominada de
fossa nuclear. O nucleo sofre uma rotagdo de 90° em relagdo ao eixo flagelar e o
complexo centriolar se insere na fossa nuclear, que determina a regido basal do
nucleo. Na espermiogénese do tipo Il, a auséncia da rotacdo nuclear faz com que o
eixo flagelar permaneca paralelo ao nucleo e embora a fossa nuclear se forme, e
esteja presente no espermatozéide, o complexo centriolar permanece fora dela
(Jamieson, 1991).

Durante a diferenciacdo das espermdtides, ou espermiogénese, ocorre a
compactacdo do conteudo nuclear, a formagdo da peca intermediaria e o
desenvolvimento do flagelo. Ao final da espermiogénese, as pontes citoplasméaticas
e o citoplasma residual sdo eliminados para o interior dos cistos germinativos,
posteriormente fagocitados pelas células de Sertoli, e 0os processos citoplasmaticos
das células de Sertoli se afastam (Grier, 1992; Selman e Wallace, 1986; Schulz e
Miura, 2002).
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Billard (1983), estudando o processo de espermiogénese da truta arco-iris
(Salmo gairdneri), observou quatro estagios espermatogenéticos. As espermatides
redondas, visualizadas no primeiro e segundo estagios, apresentaram inicialmente
nucleo com cromatina heterogénea e, mais tarde, aspecto homogéneo. No terceiro
estagio de maturacao, a cromatina iniciou a fase de condensacao, formando
granulos elétron-densoss. No quarto estdgio, a cromatina se apresentou com
aspecto fibrilar. Entretanto, Cruz-Landim e Cruz-Héfling (1986; 1987), descreveram
para o tucunaré (Cichla ocellaris) o amadurecimento das espermatides em cinco
estagios de maturacdo, onde, nos estdgios finais, o nucleo sofre a alteracao

morfoldégica mais intensa, apresentando aspecto riniforme.

Em Gambusia affinis, Fraile et al., (1992), descreveram o processo de
espermiogénese, evidenciando quatro estagios de maturacéo. No primeiro estagio, o
nucleo redondo das espermatides se assemelhou ao nucleo dos espermatocitos
secundarios. No segundo estagio, o nucleo apresentou mudancas na forma,
passando a exibir um aspecto de ferradura e cromatina bastante condensada. No
terceiro estagio, o nucleo se assemelhou a uma ponta de seta, com a cromatina
ainda mais condensada, e passando para o quarto estagio, na fase de espermatide

madura, adquiriu alongamento e condensagdo maxima de cromatina.

Apbs a espermiogénese, as paredes dos cistos germinativos se abrem e
liberam os espermatozdides (espermiacdo), dependendo da espécie, o0s
espermatozdides podem ser armazenados na luz dos tubulos, nos ductos eferentes
ou em vesiculas seminais. Grupos de espermatozéides podem ser empacotados por
substancias produzidas nas células de Sertoli (espermatéforos), os quais séo
liberados no momento da fertilizacdo, em espécies que apresentam fertilizagao
interna (Schulz e Miura, 2002).

6- Caracteristicas dos Espermatozéides

Na maioria dos peixes teledsteos a fertilizacao € externa. Em numero menor,
algumas espécies apresentam fertilizacao interna, com os machos possuindo um
orgao copulador (gonopédio) com o qual deposita o esperma diretamente no trato

reprodutivo da fémea através da papila urogenital (Nakatani et al., 2001). Burns et
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al.,, (2002) consideram inadequado o uso do termo fertilizacao interna, e sugeriram
que ele seja substituido por inseminacdo, uma vez que o tempo exato entre a
introducdo do esperma e a fertilizacdo propriamente dita ndo é conhecido até o
momento para nenhuma espécie de Ostariophysi, que exibe esse modo de

reproducao.

Dependendo da estrutura, organizagao celular e tipo de fertilizacao, as células
germinaivas masculinas podem ser classificadas como primitivas ou modificadas. Os
espermatozoides primitivos ocorrem nos grupos com fertilizacao externa e, portanto,
sao liberados no meio aquatico. Estes se caracterizam por apresentar acrossoma,
nucleo esférico, dois centriolos (o centriolo distal diferencia-se em corpusculo basal
formando o axonema), poucas mitocdndrias arredondadas séo observadas na peca
intermediaria e o flagelo apresenta o complexo axonemal classico formado por nove

duplas de microtubulos periféricos e um par central (Franzen, 1970).

Estudos comparativos da morfologia dos espermatozéides de peixes teledsteos
permitiram distinguir trés categorias de espermatozoides, de acordo com a sua
forma e seu grau de evolucao. O primeiro tipo € constituido de espermatozoides,
como os da carpa, pouco elaborados, com nucleo esférico, mitocdndrias e
citoplasma confinados na parte posterior da cabega, sem formacdo de uma peca
intermediaria verdadeira. O segundo tipo é constituido de espermatozdides, como os
da truta, com cabeca ligeiramente alongada e peca intermediaria na sua parte
posterior, formada por um colar de mitocondrias, que as vezes encontram-se
fundidas. O terceiro tipo, representado pelos espermatozéides de Iebistes,
apresentando cabega muito alongada, simetria bilateral, mitocéndrias organizadas
na parte posterior da cabeca, constituindo a peca intermediéria (Billard, 1970). Pode-
se considerar este terceiro tipo como o mais elaborado ou o que possui maior
vantagem adaptativa, assim como a modificacdo em sua morfologia esta relacionada

com o seu modo de fertilizagédo interna (Jones e Butler, 1988).

Jamieson (1991), sugiriu uma classificacdo para os espermatozéides de peixes
em aquasperm e introsperm, para designar, respectivamente, os espermatozdides
dos peixes com fertilizagdo externa, liberados no meio aquatico, e os dos peixes de

fertilizacdo interna, liberados diretamente no trato reprodutivo da fémea. O autor
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ainda estende esta classificacao considerando também a presenca ou a auséncia do
acrossoma e o numero de flagelos no espermatozéide. Com isso, tem-se no caso do
aquaesperm, o tipo acrosomal aquaesperm ou o anacrosomal aquaesperm. Este
ultimo subdivide-se em uniflagellate, biflagellate ou aflagellate. Com relagdo ao
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 aquaesperm uniflagellate, o qual
apresenta, em geral, nucleo pequeno, ovéide ou esférico, sem acrossoma; o0s
centriolos, em angulos retos, situam-se na fossa nuclear quando esta se encontra
presente, o centriolo distal se diferencia em corpusculo basal desenvolvendo o
axonema. A peca intermedidria € pequena e forma um colar ao redor da regiao
inicial do flagelo. As mitocondrias sao pouco numerosas e pequenas, situam-se no
colar citoplasmatico, separadas do inicio do flagelo por um espaco existente entre as
membranas plasmatica e flagelar, o canal citoplasmatico. O flagelo apresenta o
complexo axonemal classico formado por nove duplas de microtubulos periféricos e
um par central. A membrana flagelar pode apresentar ou ndo 1, 2 ou 3 projecoes
laterais ou “fins” semelhantes as nadadeiras dos peixes (Jamieson, 1991; Mattei,
1991).

Em 1991, Mattei realizou um estudo sobre a uliraestrutura dos
espermatozdides em peixes e suas implicagdes sistematicas, acrescentando dados
de cerca de 80 espécies, aos existentes até aquela data. Com base nas
comparacgoes realizadas entre os espermatozdides dos grupos analisados, o estudo
de Mattei (1991) mostra que dois caracteres, considerados novos, foram
encontrados nos Neopterygii: a redugdo no tamanho do nucleo e a perda do
acrossoma, sendo esse Ultimo também evidenciado por Jamieson (1991). Segundo
Mattei (1991), estas duas caracteristicas associadas a presenca de uma peca
intermediaria curta, ocorrendo ja no Actinopterygii primitivo, e produzem um
espermatozoéide cuja estrutura simplificada é bastante similar a dos espermatozdides
dos invertebrados aquaticos com fertilizacdo externa, considerados como sendo do

tipo primitivo por Franzén (1970).

20



Literatura

A maioria dos espermatozoides de peixes teledsteos com fertilizacao externa
nao apresentam acrossoma, e a auséncia desta estrutura € compensada pela
presenca de uma micrépila, um orificio presente no cérion dos ovos, que facilita a
entrada dos espermatozoides nestas células, no processo de fertilizagdo (Cosson et
al, 1999).

7- Caracteristicas das células de Sertoli

As células de Sertoli se caracterizam por possuir nucleo grande, nucléolo
proeminente e citoplasma com reticulo endoplasmatico nao-granuloso, complexo de
Golgi bem desenvolvido, além da presenca de mitocéndrias, ribosomas livres,
polisomas e vesiculas de lipidio. Elas sdo encontradas no interior dos tubulos ou
l6bulos seminiferos, sempre associadas as células da linhagem germinativa,
formando a parede dos cistos espermatogénicos. No decorrer do ciclo reprodutivo,
variam em numero, forma e tamanho, e é possivel que secretem sinais moleculares
para dentro da luz dos cistos germinativos, como por exemplo, fatores de

crescimento (Romagosa, 1991; Schulz e Miura, 2002).

As células de Sertoli possuem uma funcao importante no desenvolvimento
das células germinativas, conseqlientemente, estas fornecem fatores necessarios
para a sobrevivéncia, proliferacao e diferenciacéo, além de participarem do processo
de fagocitose de células germinativas em decomposicéo (Weltzien et al, 2004), bem
como, de corpos citoplasmaticos residuais deixados por espermatides adultas no

final da espermatogénese (Amann, 1993).

A espermatogénese é um processo complexo, coordenado por sinais
paracrinos e enddcrinos. Estes sinais sdo necessarios para ajudar no
desenvolvimento de quatro ou cinco camadas de células germinativas em diferentes
estadios de mitose, meiose e espermiogénese dentro de cada regido do tubulo
seminifero. Em mamiferos, a espermatogénese, além de ser coordenada por sinais
paracrinos e endocrinos, também é condicionada por jungdes do tipo “gap” (Roscoe
et al., 2001). As juncdes do tipo “gap” séo constituidas de agregagdes de canais de

membrana, chamadas “connexons”, quando juntadas com outras “connexons” de
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células adjacentes, formam pontes intercelulares para a difusédo de ions e moléculas

pequenas (Beyer et al., 1990).

As células de Sertoli também podem estar interconectadas por “tight
junctions” localizadas em regides basais dos tubulos seminiferos, formando uma
barreira hemato-testicular funcional, em mamiferos, durante o processo de
maturagdo, o0s espermatocitos que se originam das espermatogbnias no
compartimento basal do tubulo, deslocam-se através de “tight junctions” e terminam

seu desenvolvimento no compartimento central do tubulo (Amann, 1993).

Em mamiferos, as interacbes celulares dentro dos testiculos, sdo baseadas
em elementos estruturais e fatores moleculares. Em teledsteos, principalmente,
observa-se jungdes entre células de Sertoli, entre células de Sertoli e células
germinativas, entre células germinativas, e entre células intersticiais (Loir et al.,
1995). Batlouni et al., (2005), concluiram que, assim como em mamiferos, essas
juncdes apresentam um papel importante na espermatogénese em peixes, pois elas

conferem sustentacdo das células germinativas dentro dos cistos espermatogénicos.

Em Poeciliidae e em Goodeidae, as células de Sertoli, durante o processo de
espermiogénese, se transformaram em células do epitélio de revestimento dos
ductos eferentes (Grier et al., 1978; Fraile et al., 1992). Em outros casos tornam-se
hipertréficas (Grier et al, 1980) ou se degeneram (Billard, 1970) depois da
espermiagado, e permanecem dentro do sistema de ductos eferentes, ou as vezes

desaparecem durante a maturacao final das espermatides (Grier e Linton, 1977).

Os I6bulos ou tubulos seminiferos se apresentam separados por tecido
conjuntivo contendo fibroblastos, vasos sanguineos e células de Leydig. As quais
sao importantes na producao de esterbides, para a regulagao da espermatogénese,
assim como para o desenvolvimento de caracteres sexuais secunddrios e

comportamento sexual. (Weltzien et al, 2004).

22



Literatura

8- Morfometria

Em teleésteos, a espermatogénese se desenvolve em cistos localizados
dentro dos tubulos seminiferos. Estes cistos sdo formados quando as células de
Sertoli se associam com as espermatogbnias primarias. Deixando de lado este
arranjo cistico, no qual as células germinativas se desenvolvem sincronicamente, o
processo de espermatogénese em teledsteos é muito parecido ao de mamiferos. No
entanto, caracteristicas especificas na eficiéncia espermatogénica podem ser
encontradas para uma espécie em particular, e para isto dados quantitativos podem
ser usados para entender melhor o processo da espermatogénese (Franca e
Russell, 1998, Vilela, et al., 2003).

A morfometria constitui-se de um conjunto de métodos com o objetivo de
obter informacdes numéricas de estruturas macroscépicas ou microscopicas em
termos de volume, area, nimero e tamanho de componentes, correlacionando-se a
estrutura com a sua fungdo (Nobrega, 2003), sendo uma ferramenta
tradicionalmente utilizada nos estudos de espermatogénese de mamiferos, em
especial de roedores, permitindo estimar o comprimento dos tubulos seminiferos, o
namero de células germinativas, assim como a eficiéncia espermatogénica (Franca e
Russell, 1998).

A utilizacao da morfometria em situagéo experimental ou ndo, esta permitindo
uma melhor compreensao da histofisiologia e cinética das células germinativas nos
teledsteos, constituindo-se em um novo instrumento na interpretagcédo das génadas

dos peixes (Vilela et al., 2003).
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Material e Métodos

1- Local do estudo

O estudo foi desenvolvido no Centro de Aquicultura da Universidade Estadual
Paulista (CAUNESP) Campus de Jaboticabal — SP (Brasil), localizado a 21°15°22” de
latitude sul, 48°18°58” de longitude oeste e a 595 m de altitude.

2- Animais e amostragem

Para o presente trabalho foram utilizados 15 exemplares machos e adultos
(em maturacao testicular e na fase de testiculo maduro), de cada uma das seguintes
espécies: Tetra Negro, Gymnocorymbus ternetzi (Peso = 1,95 * 0,15 g,
Comprimento total = 5,29 + 0,31 cm) Tetra Amarelo, Hyphessobrycon bifasciatus
(Peso = 1,22 + 0,34 g, Comprimento total = 4,77+ 0,40 cm) e Mato Grosso,
Hyphessobrycon eques (Peso = 1,48 + 0,15 g, Comprimento total = 4,57 + 0,10 cm),
(Figura 1). Os peixes foram obtidos de um produtor da regiao de Araraquara — SP.
Eles foram acondicionados em caixas de amianto de 500 litros com renovacéo
constante de agua, mantendo assim, uma densidade de 1 peixe para cada 5 litros de

agua.

Dois exemplares de cada espécie Tetra Negro, Gymnocorymbus ternetzi,
DZSJRP 10.858, Tetra Amarelo, Hyphessobrycon bifasciatus, DZSJRP 10.859 e
Mato Grosso, Hyphessobrycon eques, DZSJRP 10.860, foram fixados em formol
10%, conservados em alcool 70% para identificagdo e posterior depdsito na colegéo
de peixes do Laboratério de Ictiologia - Departamento de Zoologia e Botanica da
Universidade Estadual Paulista — UNESP Campus de Sao José do Rio Preto — SP.

Os peixes foram coletados mensalmente em lotes de trés exemplares, no
periodo de julho a novembro de 2006, perfazendo um total de quarenta e cinco
animais, sendo quinze de cada espécie. Apds coleta, os animais foram anestesiados
com solugéo de benzocaina (0,1 gr.L™" benzocaina), pesados, medidos, fotografados
com maquina fotografica Canon PowerShot A430 e posteriormente mortos por
decapitacao. Com auxilio de uma lupa Olympus modelo SZ2-ILST (Tokyo, Japan),
os peixes foram dissecados para a retirada dos testiculos localizados ventralmente

aos rins e dorsalmente ao canal alimentar.
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3- Microscopia de luz

Os testiculos foram fixados em solugdo de Karnovsky modificada (2,5% de
glutaraldeido, 2% paraformaldeido em solugao tampao de fosfato de sé6dio a 0,1 M e
pH 7,2) durante 24 horas (Karnovsky, 1965). Fragmentos foram desidratados em
alcool em série crescente de concentracao e incluidos em historesina. Os cortes de
2 a 5 pym foram obtidos em micrétomo equipado com navalha de vidro; distendidos
em agua e colocados sobre laminas; levados para estufa a 37 °C por 24 horas e em
seguida submetidos a coloragao com Hematoxilina/Eosina (H/E) e Azul de Toluidina
1%. A andlise e a documentacao fotografica foram realizadas em microscépio 6ptico
Olympus modelo BX50 (Tokyo, Japan), junto ao Laboratério de Morfologia de
Organismos Aquaticos do Departamento de Ciéncias Biolégicas da Faculdade de

Ciéncias do Campus de Bauru-UNESP.

4- Anadlise ultraestrutural da espermatogénese

a) Microscopia Eletronica de Varredura

Para estudos de microscopia eletrbnica de varredura, testiculos inteiros e
fragmentos de tecidos testiculares foram fixados por imersdo em solucdo de
Karnovsky modificada. Apés desidratacdo em sequéncia crescente de solugbes de
acetona, o material foi secado obtendo-se o ponto critico com diéxido de carbono
liquido, em aparelho Balzers CPD-10 (Germany). As amostras foram montadas em
pota espécimen stubs, para serem metalizadas com uma mistura coloidal de ouro-
palddio em aparelho Balzers SCD-040 (Germany). O material foi analisado e
fotodocumentado em microscépio eletrdnico de varredura JSM 5410 (JEOL, Japan)
e em Digital Scanning Microscope 940A (Zeiss, Germany), respectivamente junto ao
Centro de Microscopia Eletronica da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Campus de Jaboticabal — UNESP, e na Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, Nucleo de Apoio a Pesquisa/Microscopia Eletrénica Aplicada a Pesquisa
Agropecuaria - ESALQ — Piracicaba-SP.
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Figura 1. Exemplares adultos de Tetra Negro, Gymnocorymbus ternetzi (A), Tetra
Amarelo, Hyphessobrycon bifasciatus (B) e Mato Grosso, Hyphessobrycon eques

(C). Barras =1 cm
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b) Microscopia eletrénica de transmissao

Os estudos de microscopia eletrénica de transmissao foram realizados com
fragmentos de testiculo fixados em solugcao de Karnovsky modificada, pds-fixados
em tetroxido de ésmio a 1% em tampao fosfato (0,1M; pH 7,2) e contrastados em
blocos com solugao aquosa de acetato de uranila 0,5%. Ap6s desidratacao em
sequéncia crescente de solugcdes de acetona, o material foi incluido em araldite e
cortado em secgdes de 0,5 pm, que foram corados com Azul de Toluidina 1% para
escolha dos campos. Secgdes de 50 — 70 nm coletados em telas de cobre sem filme
suporte foram contrastados em acetato de uranila. Ap6s lavagem em alcool 50%, o
material sofre uma nova contrastagdo em citrato de chumbo por 20 minutos
(Reynolds, 1963). A analise e a fotodocumentacdao foram feitas em microscépio
eletrénico de transmissao Phillips CM — 100, com utilizacao de filmes preto e branco
35 mm Eastmnan 5302 (Kodak), junto ao Centro de Microscopia Eletrénica do

Instituto de Biociéncias, Campus de Botucatu — UNESP.
5- Morfometria

Apés a captura das imagens com auxilio de um equipamento constituido de
microscopio Olympus modelo BX50 (Tokyo, Japan) adaptado a um sistema
computadorizado de captura de imagens, os estudos morfométricos foram
realizados utilizando-se o programa computacional de imagens Image Pro Plus®
Version 4.1 (Media Cybernetics — USA), junto ao Laboratério de Anatomia da

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal - UNESP.

Analise do didmetro (maior e menor) e da area dos nucleos das células
germinativas foram estudados em trés amostras de cada espécie. Trinta nucleos de
cada tipo celular (espermatogbnias primarias e secundarias, espermatécitos
primarios e secundarios, espermatides e espermatozoides), aleatoriamente
selecionados foram analisados (N=90 para cada tipo celular por espécie), utilizando-
se objetivas de 20X para as espermatogbnias e espermatdcitos, e de 40X para as

espermatides e espermatozéides.
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6. Analise estatistica

Para anadlise de variancia (ANOVA) foi utilizado um Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC). Depois de verificadas as pressuposicdes para a
Analise de Variancia (Homogeneidade das variancias — Levene e normalidade dos
erros — Cramer-von Mises), as médias dos diametros e area dos nucleos dos
diferentes tipos celulares encontrados nos testiculos das trés espécies foram
comparadas por teste de Tukey (p<0,05), quando encontradas diferengas. A analise

estatistica foi realizada utilizando o programa SAS 9.0 para Windows.
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MORFOLOGIA GERAL DOS TESTICULOS

1- Caracteristicas anatomicas dos testiculos

Os testiculos de Tetra Negro, Gymnocorymbus ternetzi, Tetra Amarelo,
Hyphessobrycon bifasciatus e Mato Grosso, Hyphessobrycon eques se apresentam
como 6rgaos pares, alongados, localizados dorsalmente a cavidade celomatica,
unidos a bexiga natatéria na regido cranial e aos rins na regiao caudal, a coloracao
dos testiculos nas trés espécies apresenta-se branco leitoso quando maduros (Figs.
2,8,9,12e 13).

Os testiculos de Tetra Negro, G. ternetzi apresentaram-se no periodo de
estudo maduros com comprimento médio de 9,59 mm e largura média de 1,30 mm;
os testiculos de Tetra Amarelo, H. bifasciatus apresentaram-se um pouco mais
compridos (11,6 mm) e menos largos (1,28 mm) que os testiculos de G. ternetzi,
enquanto os testiculos de Mato Grosso, H. eques, apresentaram comprimento médio

de 11,9 mm e largura média de 0,95 mm.

Na fase de maturacao testicular, observou-se que os testiculos de G. ternetzi
apresentaram-se volumosos e principalmente tortuosos (Fig. 3), com superficie
irregular, devido as saliéncias provocadas pelo aumento dos cistos germinativos
(Figs. 5,6 e 7).

Em H. eques e H. bifasciatus observou-se que a superficie testicular
apresentou-se irregular com vasos sanguineos superficiais aparentes nos testiculos
pouco desenvolvidos, mas cheia de pequenos sulcos e reentrancias, quando eles

estdo em maturacdo e maduros (Figs. 11 e 15).

Nas trés espécies, os testiculos estao individualizados na maior parte de sua
extensao unindo-se apenas na extremidade caudal (Figs. 4, 10 e 14), para formar o
ducto espermatico comum, que conflui a papila urogenital. Em G. ternetzi, este ducto
apresentou comprimento médio de 3,68 mm e largura média de 0,63 mm, em H.

bifasciatus o comprimento médio é de 3,38 mm e largura média de 0,80 mm, e em
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H. eques o ducto apresenta comprimento médio de 2,66 mm e largura média de 0,39

mm.

2- Caracteristicas histologicas dos testiculos

Os testiculos das trés espécies estudadas encontram-se revestidos por uma
tunica conjuntiva, denominada de tunica albuginea que envia septos para o interior
do parénquima testicular, separando e sustentando os tubulos seminiferos. Estes
sdo numerosos e dispdem-se lado a lado, de maneira bastante uniforme, embora

sofram anastomoses, quando o testiculo esta maduro (Figs. 27 e 35).

Internamente, os testiculos encontram-se divididos em dois compartimentos
distintos, o seminifero e o intersticial (Figs. 16, 28, 29 e 38). O compartimento
seminifero é constituido por cistos germinativos formados por células da linhagem
espermatogénica (espermatogbnias primarias e secundarias, espermatécitos
primarios e secundarios, espermatides e espermatozéides) em diferentes fases de
desenvolvimento, envolvidas por projecdes citoplasmaticas das células de Sertoli.
Dentro de um mesmo cisto, todas as células germinativas estao na mesma fase do
processo de espermatogénese, no entanto, foram observados cistos contendo
espermatécitos em diferentes fases de divisao, dentro do mesmo cisto (Figs. 24, 25,
34, 41 e 43).

Espermatogbnias primarias sdo encontradas ao longo da parede dos tubulos
seminiferos, caracterizando os testiculos de G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques,

como testiculos espermatogoniais irrestritos (Figs. 17 e 46).

O compartimento intersticial, nas trés espécies encontra-se constituido por
tecido conjuntivo, vasos sanguineos e células intersticiais. Este apresentou-se um
pouco mais espesso no periodo de maturagdo e mais delgado nos testiculos
maduros (Figs. 16, 17, 27, 28, 29, 35, 37, 38 e 46).
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3- Tipos de células germinativas

Nos testiculos de G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques, foram identificados
cinco tipos de células germinativas, de acordo com as fases do processo
espermatogénico:  espermatogbnia  primaria, espermatogbnia  secundaria,

espermatdcito primario, espermatécito secundario, espermatide e espermatozoide.

3.1. Espermatogonias primarias: Sdo as maiores células germinativas
encontradas nestas espécies. Apresentam citoplasma eosindfilo, claro e abundante,
cujo limite pode ser observado com dificuldade. Dentro do citoplasma existem
granulos finos e muito pouco corados, dificeis de visualizar. O nucleo, grande e
esférico, localiza-se na regido central do citoplasma. Dentro do ndcleo ha um sé
nucléolo, bastante evidente, localizado em posi¢cdo excéntrica. A cromatina forma
grumos junto a membrana nuclear, de onde emite filamentos radiais em direcdo ao
nucléolo. Entre os filamentos de cromatina existem grandes espacos vazios,
conferindo ao nucleo um aspecto hialino. No periodo do estudo, essas células foram
observadas em G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques, apresentando-se isoladas ou
em duplas, na periferia dos tubulos seminiferos (Figs. 18, 19, 30, 31 e 39), sempre

associadas as células cisticas ou de Sertoli (Figs. 19, 30 e 39).

3.2. Espermatogonias secundarias: Nos testiculos de G.ternetzi, H.
bifasciatus e H. eques, observou-se que as espermatogbdnias secundarias sao
semelhantes as anteriores, porém menores e com nucleo baséfilo um pouco mais
corado, ocupando quase todo o volume da célula, e varios nucléolos excéntricos. A
cromatina apresenta-se em granulos distribuidos de maneira uniforme pelo
nucleoplasma. Ocorrem dentro de cistos com numero variavel de células (Figs. 20,
22, 31 e 40).

3.3. Espermatécitos primarios: Sao menores que as espermatogdnias
secundarias. Apresentam-se aglomerados em cistos limitados pelos prolongamentos
das células de Sertoli, citoplasma hialino e escasso, quase totalmente ocupado pelo
nucleo, que apresenta cromatina condensada caracterizando a profase | da Meiose.
Encontram-se espermatocitos primdrios em diferentes fases de divisdo celular,
dentro de um mesmo cisto (Figs. 24, 25, 34, 41, e 43). Dependendo do estagio da
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profase I, o nucleo destas células é identificado em leptdéteno ou paquiteno. Quando
em leptéteno, a cromatina estd associada ao envoltério nuclear assumindo um
aspecto de “bouquet”; ja em paquiteno, os cromossomos estam mais evidenciados e
de aspecto filamentoso, devido ao processo de condensacédo e espiralizagdo mais

adiantada da cromatina (Figs. 24, 25 e 34).

3.4. Espermatocitos secundarios: Células resultantes da divisdo meibtica
dos espermatocitos primarios, apresentando tamanho menor que os mesmos. Como
este periodo se processa muito rapidamente, dificilmente observam-se cistos com
espermatocitos secundarios; o que foi visualizado com maior facilidade sao cistos
contendo espermatécitos primarios, no estagio de metafase para produzir

espermatécitos secundarios (Figs. 25, 27, 36 e 43).

3.5. Espermatides: O tamanho das espermatides é menor do que os
espermatécitos secundarios, nas trés espécies estudadas. Apresentam nucleo
esférico e cromatina em diferentes graus de condensagao. Aparecem em grande
namero dentro dos cistos (Figs. 21, 26 e 44), as quais vao se diferenciar em

espermatozoides durante o processo de espermiogénese.

3.6. Espermatozoéides: Foram as menores células da linhagem germinativa,
encontrados muito agrupados dentro dos cistos. Ocupam a regidao mais central dos
tubulos e aparecem livres na luz tubular. Apresentam ainda, cromatina mais
condensada que as espermatides e em algumas ocasides o flagelo pode ser
observado (Figs. 16, 26, 27, 35, 38, 43 e 46).

4- Caracteristicas ultraestruturais da espermatogénese

G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques, apresentam espermatogdnias primarias
circundadas por expansdes citoplasmaticas das células de Sertoli, com nucleo
volumoso, de formato redondo a ovalado, contorno irregular, cromatina granular
pouco condensada e distribuida de forma homogénea. O nucléolo é esférico,
ligeiramente excéntrico, bastante desenvolvido, e eletrondenso, apresentando
também contorno irregular. O citoplasma tem baixa densidade e pode-se observar

varias mitocéndrias arredondadas e alongadas; a matriz € pouco eletrondensa e
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com algumas cristas nas proximidades do envoltério nuclear. Entre os grupos de
mitocondrias foram observadas estruturas eletrondensas, conhecidas como cimento
intermitocondrial ou algumas vezes dispostos bem préximo aos poros da membrana
nuclear, correspondendo as nuages. O reticulo endoplasmatico ndo-granuloso esta

presente, mas parece ser pouco desenvolvido (Fig. 23).

A estrutura das espermatogbnias secunddrias € similar em G.ternetzi, H.
bifasciatus e H. eques. Apresentam-se em cistos com duas ou mais células,
interligadas por pontes citoplasmaticas, resultantes de citocineses incompletas.
Possuem nucleo central, de formato redondo, com cromatina pouco condensada
formando pequenos grumos, que dao ao nucleo aspecto heterogéneo. A periferia do
nucleo apresenta-se ligeiramente mais escura que o centro dele. Dentro do nucleo
observa-se de um a trés nucléolos, bastante eletrondensos e com contorno irregular,
localizados em posi¢do excéntrica. Quando em numero de trés, estes nucléolos se
dispéem de modo a formar um triangulo imaginario. As mitocdndrias sdo menos
volumosas e densas, comparadas com as encontradas nas espermatogdnias
primarias, e podem encontrar-se dispersas pelo citoplasma ou concentradas num
dos polos da célula, entre as quais observam-se algumas nuages chamadas de
cimento intermitocondrial, associadas a mitocondrias. As nuages também séao
menos numerosas que nas espermatogdnias primarias e encontram-se um pouco
mais afastadas da membrana nuclear. O reticulo endoplasmatico nao-granuloso

pode ser observado no citoplasma (Figs. 33 e 42).

Os espermatdcitos primarios apresentaram caracteristicas similares, nas trés
espécies estudadas. Encontram-se associados uns aos outros por meio de pontes
citoplasmaticas. O nudcleo dos espermatdcitos primarios apresenta-se volumoso,
arredondado, com contorno irregular e deslocado para um dos poélos da célula. A
cromatina é irregularmente condensada, com aspecto bastante heterogéneo. O
citoplasma, agora concentrado num dos poélos da célula, apresenta poucas
mitocdndrias arredondadas e alongadas, os complexos de Golgi estam localizados
proximos as pontes citoplasmaticas. O reticulo endoplasmatico n&o-granuloso

apresenta-se bem desenvolvido (Fig. 45).
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Dentro de um mesmo cisto encontram-se espermatocitos primarios em
diferentes fases da préfase |, caracterizando a espermatogénese como assincronica.
Durante o estagio de paquiteno, sao encontrados os complexos sinaptonémicos que
sdo constituidos por duas faixas eletrondensas paralelas, estreitas e alongadas,
chamadas elementos laterais, ligadas a uma faixa central, também estreita e
alongada, porém menos eletrondensa, chamada elemento medial (Fig. 45). Estes
sao formados a partir das regides teloméricas dos cromossomos ligados ao

envoltério nuclear, e avancam para a regiao central do ndcleo.

Ao término da primeira divisdo meiotica, ocorre a formacdao dos
espermatocitos secundarios, nesta fase os cistos apresentam as células em
desenvolvimento ligeiramente assincrénico. Os espermatocitos secundarios sao
células de dificil visualizacao, devido a curta duracéo deste estagio celular. Desta
forma, durante a anadlise histolégica € comum encontrarmos cistos germinativos
apresentando espermatécitos primarios em divisdo, juntamente com alguns

espermatdcitos secundarios presentes (Figs. 34 e 43).

5- Caracteristicas ultraestruturais da espermiogénese

Ao término da segunda divisdo meibtica, observa-se o aparecimento das
espermatides jovens, caracterizando o inicio do processo de espermiogénese. Este
processo envolve a diferenciacao das espermatides redondas recém formadas, em

espermatozoéides, com alteracdes nucleares e citoplasmaticas.

A andlise ultraestrutural do processo de espermiogénese foi muito similar em
G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques. A espermiogénese nas trés espécies
estudadas ocorreu dentro de espermatocistos ou cistos que estdo localizados no
epitélio germinal. Os cistos sdo formados por prolongamentos citoplasmaticos de
uma ou mais células de Sertoli, que envolvem as células germinativas, unidas por
pontes citoplasmaticas resultantes de citocineses incompletas das divisdes mitéticas

e meidticas (Fig. 33).

Durante a espermiogénese, a cromatina sofre um processo progressivo de

condensacao tornando-se altamente compactada, resultando na reducdo do
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tamanho do ndcleo nas espermatides maduras e consequentemente nos

espermatozoides.

No inicio da espermiogénese, nas trés espécies objeto de estudo, observou-
se que as espermatides apresentam o complexo centriolar situado lateralmente ao
nucleo, com o centriolo distal ancorado a membrana plasmatica, que se diferencia
em corpusculo basal e da origem ao axonema do flagelo. Concomitantemente ocorre
o movimento do complexo centriolar em direcdo ao nucleo, arrastando consigo a
membrana plasmatica e formando deste modo, o canal citoplasmatico, espaco entre
o flagelo e a membrana plasmatica (Figs. 51, 53, 54, 58, 59, 60, 64, 67,69 e 71).

Nas espermatides iniciais, a cromatina encontra-se difusa, com aspecto
homogéneo, entretanto, com o decorrer do processo a compactacdo da cromatina
ocorre na forma de filamentos justapostos, com areas elétron-lucidas (Figs. 55, 60,
65, 66 e 69).

Nas trés espécies estudadas, foi observada rotagdo nuclear das
espermatides. O complexo centriolar se encontra medial ao nucleo,
consequUentemente as espermatides finais e os espermatozoides apresentam flagelo
perpendicular ao nucleo (Figs. 51, 52, 60 e 70). Ao realizar a rotacao nuclear ocorre
a formagé@o de uma depresséo na base do nucleo, denominada fossa nuclear (Figs.
59 e 60). Entretanto, nem sempre a formagédo desta estrutura esta vinculada ao
evento da rotagdo. Os centriolos proximal e distal sdo perpendiculares um ao outro e
se localizam na fossa nuclear, que tem forma de U invertido (Figs. 49, 50 e 55). Em
H. eques e em H. bifasciatus, a fossa nuclear se apresenta em forma de arco duplo,
alojando cada um dos centriolos (Figs. 58 e 68). O centriolo distal origina o flagelo,
cujo eixo geralmente é perpendicular ao nucleo, mas pode apresentar pequenas
variacées no angulo de insercao com o mesmo (Figs. 50 e 58). No citoplasma as
mitocdndrias tornam-se mais elétron-densas, o complexo de Golgi e grande

quantidade de vesiculas em formacéao concentram-se proximos a base do nucleo.

A seguir, a massa citoplasmatica agora mais elétron-densa, desloca-se no
sentido do flagelo levando a uma diminuicdo do mesmo em torno do nucleo e a

formacao da peca intermediaria do futuro espermatozéide (Figs. 48, 53, 59 e 70). O
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excesso de citoplasma de cada espermatide é eliminado na forma de corpos

residuais, na luz dos cistos.

6- Caracteristicas dos espermatozéides

Os espermatozoides de G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques sdo as menores
células da linhagem germinativa; possuem cabeca esférica, peca intermediaria
ligeiramente assimétrica, flagelo perpendicular e medial a base do nucleo e auséncia
de acrossoma (Figs. 47, 48, 54, 56, 57, 62, 63 e 64). Na cabeca, a membrana
nuclear apresenta um contorno irregular e o nucleo é circundado por uma estreita
faixa citoplasmatica. A cromatina apresenta-se homogeneamente compactada na
forma de filamentos justapostos, sendo entremeada por areas elétron-lacidas (Figs.
52, 55, 60 e 69). A peca intermedidria é longa apresentando mitocéndrias de forma
arredondada na sua parte anterior (Figs. 52, 53, 55, 58, 59, 60 e 71). Essas
organelas estdo separadas do segmento inicial do flagelo por um canal
citoplasmatico (Figs. 52, 53, 58, 59, 60, 69, e 71). O flagelo é envolvido em toda a
sua extensdao pela membrana flagelar, possui eixo perpendicular e ligeiramente
excéntrico a base do nucleo, e apresenta axonema basico 9+2 (9 duplas de
microtubulos periféricos e uma dupla central) (Figs. 61 e 67). Diferenciagbes

intratubulares e nadadeiras axonemais nao foram observadas.

7- Caracteristicas das células de Sertoli

Quanto as caracteristicas ultraestruturais das células de Sertoli, nas trés
espécies de peixes estudadas, observou-se que estas formam a parede do cisto
germinativo, envolvendo com seus prolongamentos citoplasmaticos as células da
linhagem germinativa, geralmente numa mesma fase de desenvolvimento (Fig. 42).
O ndcleo apresenta forma irregular, podendo ser alongado ou triangular (Figs. 32 e
42). A cromatina forma finos granulos distribuidos por todo o nucleo, com regides
mais elétron-densas, junto a membrana nuclear (Fig. 42). O nucléolo é pequeno e
bastante elétron-denso, localizando-se numa das extremidades do nucleo (Fig. 32).
O citoplasma apresenta densidade eletrénica baixa, com mitocéndrias redondas ou

alongadas e reticulo endoplasmatico rugoso abundante (Fig. 32). Foram observadas
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juncdes de tipo “tight” e por desmossomos entre duas células de Sertoli e entre

células de Sertoli e células germinativas (Figs. 32 e 42).
8- Morfometria

Os valores médios de area (um2) e didmetro médio (um) dos nucleos das
células germinativas observadas em testiculos de Tetra Negro, G.ternetzi; Tetra

Amarelo, H. bifasciatus e Mato Grosso, H. eques, sao apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Area (um?) e didmetro médio (um) das células germinativas em testiculos
de Tetra Negro, G. ternetzi; Tetra Amarelo, H. bifasciatus e Mato Grosso, H. eques.

Tipo Celular / Variavel Tetra Negro  Tetra Amarelo  Mato Grosso

N Area 56,40 + 10,20a 49,99 + 7,84b 42,55 +6,47¢
Espermatog6nia Prim.
Diametro 8,25 £ 0,78a 7,73 £ 0,66b 7,09 £ 0,57¢
Area 34,26 + 7,05a 32,19 £ 6,0b 33,11 + 4,88ab
Espermatogbnia Sec.
Diametro 6,31 + 0,66a 6,12 £ 0,58b 6,22 £ 0,47ab
Area 28,35 +2,78a 25,42 +2,24b 24,59 + 3,32¢
Espermatocito Prim.
Diametro 5,75 + 0,29a 5,45 + 0,25b 5,34 +0,37¢
Area 7,83 £ 1,32a 7,89 £1,01a 6,81 £ 0,84b
Espermatide
Diametro 2,90 £ 0,28a 2,92 £ 0,22a 2,70+ 0,17b
y Area 4,77 £0,57a 4,96 + 0,80a 3,98 £ 0,43b
Espermatozdéide
Diametro 2,24 +£0,18a 2,28 £0,21a 2,02 +£0,14b

Valores médios (+ DP; n = 90); Médias seguidas da mesma letra na horizontal nao diferem pelo teste
de Tukey (p>0,05).

As espermatogbnias primarias sdo as maiores células da linhagem
germinativa nas trés espécies objeto de estudo, no entanto, diferencas na area e no
didmetro médio dos nucleos foram observadas quando comparadas entre as trés
espécies. Evidenciou-se que G. ternetzi apresenta os maiores valores de area e
didmetro nucleares e difere estatisticamente das outras duas espécies (p<0,05),
enquanto que H. eques apresenta os menores valores e difere estatisticamente das

outras duas espécies (p<0,05).

As espermatogbnias secunddrias apresentam &rea e didmetro de maior

tamanho em G. ternetzi que difere estatisticamente da area e diametro dos nucleos
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das espermatogobnias secundarias de H. bifasciatus, e nao difere do didmetro e area

dos nucleos das espermatog6nias secundarias de H. eques.

Os nucleos dos espermatécitos primarios de G. ternetzi apresentaram o maior
didmetro médio, e area das trés espécies estudadas diferindo estatisticamente das
outras duas espécies; H. eques apresenta a menor area e didmetro dos nucleos dos
espermatocitos primarios e difere estatisticamente das outras duas espécies objeto
de estudo.

Os nucleos das espermatides de G. ternetzi e H. bifasciatus apresentam os
maiores valores de didmetro e area, nao diferindo estatisticamente entre si. Os
nucleos das espermdtides em H. eques apresentam 0s menores valores para
didmetro médio e éarea, que difere estatisticamente das outras duas espécies
estudadas.

Os valores do diametro médio e da area dos nucleos dos espermatozéides de
G. ternetzi e H. bifasciatus sdo maiores ndo diferindo estatisticamente entre si. Os
nucleos dos espermatozoides em H. eques apresentam os menores valores para
didmetro médio e &rea, que difere estatisticamente das outras duas espécies
estudadas.

A peca intermediaria em G. ternetzi apresenta tamanho médio de 0,91 pm;
em H. bifasciatus 0,95 pm e em H. eques 0,77 um, finalmente, o flagelo em G.
ternetzi apresenta comprimento médio de 12,69 um, em H.bifasciatus 11,68 um e

em Hyphessobrycon eques 10,91 um (Fig. 72).
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Morfologia testicular de Tetra Negro, Gymnocorymbus ternetzi.

Fig. 2. Testiculos em fase inicial de maturacao indicando o testiculo (t) e o ducto

espermatico comum (d).

Fig. 3. Testiculos volumosos e tortuosos, destacando a presenca de reentrancias
(seta).

Fig. 4. Elétron micrografia de varredura dos testiculos indicando a uniao testicular

na extremidade caudal (seta), e detalhe do ducto espermatico comum (d).

Fig. 5. Elétron micrografia de varredura da vista interna do testiculo destacando os

espermatocistos (asteriscos).

Fig. 6. Detalhe da superficie testicular.

Fig. 7. Elétron micrografia de varredura da superficie testicular, apresentando

relevo irregular, formado pelo aumento dos cistos germinativos (asteriscos).
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Morfologia testicular de Tetra Amarelo, Hyphessobrycon bifasciatus.

Fig. 8.

Fig. 9.

Fig. 10.

Fig. 11.

Fotografia dos testiculos maduros, com destaque para o testiculo (T) e o

ducto espermatico comum (d).

Elétron micrografia de varredura dos testiculos maduros.

Elétron micrografia de varredura dos testiculos indicando a uniao testicular

na extremidade caudal (seta).

Elétron micrografia de varredura da superficie testicular, apresentando
relevo irregular, formado pelo aumento dos cistos germinativos

(asteriscos).
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Morfologia testicular de Mato Grosso, Hyphessobrycon eques.

Fig. 12. Testiculos maduros com destaque para o testiculo (T) e o ducto esperméatico

Fig. 13.

Fig. 14.

Fig. 15.

comum (d).

Elétron micrografia de varredura dos testiculos maduros, detalhe do ducto

espermatico comum (d).

Elétron micrografia de varredura dos testiculos, indicando a unido

testicular na extremidade caudal (seta).

Elétron micrografia de varredura da superficie testicular, apresentando
relevo irregular, formado pelo aumento dos cistos germinativos

(asteriscos).
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Espermatogénese de Tetra Negro, Gymnocorymbus ternetzi.

Figs. 16 e 17. Tdbulos Seminiferos com cistos germinativos em diferentes

fases de desenvolvimento.

Figs. 18 e 19. Espermatogbnias primarias.

Figs. 20 e 22. Cistos de espermatogdnias secundarias.

Fig. 21. Cisto de espermatides jovens.

Fig. 23. Ultraestrutura da espermatog6nia primaria. 13 250 X.

Figs. 24 e 25. Cistos de espermatdécitos primérios em diferentes estégios da
meiose.

Figs. 26 e 27. Testiculo maduro apresentando grande quantidade de

espermatozoides.

Figs. 16, 17 e 27 (Barras = 50 pm; Azul de Toluidina); Figs. 18 - 22, 24 - 26 (Barras
= 20 pm; Azul de Toluidina).

ABREVIATURAS

sg1: Espermatogbnia primaria; sg2: Espermatogbnia secundaria; i: Tecido intersticial; sc:
Espermatécito primario; sd: Espermatide; sz: Espermatozéide; s: Célula de Sertoli; sclp:
Espermatécito primario em leptéteno; sem: Espermatécito primario em metafase; N: Nucleo; nu:
Nucléolo; ng: Nuages; m: Mitocondria.
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Espermatogénese de Tetra Amarelo, Hyphessobrycon bifasciatus

Figs. 28 e 29. Tdbulos seminiferos com cistos germinativos em diferentes
fases de desenvolvimento, diferenciando o compartimento

seminifero e o intersticial.

Fig.30. Espermatog6nia primaria.

Fig. 31. Cisto de espermatogdnias secundarias.

Fig. 32. Caracteristicas ultraestruturais de célula de Sertoli 17 000 X.

Fig.33. Caracteristicas ultraestruturais de espermatog6nias secundarias
5 750 X.

Figs. 34 e 36. Cistos de espermatdécitos primarios em diferentes estagios da
meiose.

Fig. 35. Tubulo apresentando grande quantidade de espermatozdides e

anastomose com outro tubulo (Seta branca).
Figs. 28, 29, 35 (Barras= 50 pm; Azul de Toluidina); Figs. 30, 31, 34, 36 (Barras= 20
pm; Azul de Toluidina.

ABREVIATURAS

sg1: Espermatogbnia primaria; sg2: Espermatogbnia secundaria; i: Tecido intersticial; sec:
Espermatécito primario; sd: Espermatide; sz: Espermatozéide; s: Célula de Sertoli; sclp:
Espermatécito primario em leptéteno; sem: Espermatécito primario em metafase; N: Nucleo; nu:
Nucléolo; ng: Nuages; m: Mitocondria; mo: Células midides; pc: Ponte citoplasmatica; rer: Reticulo
endoplasmatico rugoso; D: Desmossomos; t: Jungdes “tight”.
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Espermatogénese de Mato Grosso, Hyphessobrycon eques.

Fig. 37. Tdbulos seminiferos com cistos germinativos em diferentes

fases de desenvolvimento.

Fig. 38. Compartimentos seminifero e intersticial.

Fig. 39. Espermatog6nias primarias em dupla.

Fig. 40. Cisto de espermatogdnias secundarias.

Figs. 41 e 43. Cistos de espermatdécitos primarios em diferentes estagios da
meiose.

Fig. 42. Elétron micrografia de transmissdo mostrando célula de Sertoli

com expansbes citoplasmaticas envolvendo cisto de

espermatogbnias secundarias 17 000X.

Fig. 44. Cisto de espermatides jovens.

Fig. 45. Caracteristicas ultraestruturais de espermatocitos primarios 13
250 X.

Fig. 46. Tdbulo seminifero apresentando grande quantidade de

espermatozdides, sao observadas ainda espermatogonias

primarias e secundarias.

Figs. 37, 38, 41, 46 (Barras = 50 um; Azul de Toluidina); Figs. 39, 40, 43, 44 (Barras
= 20 pm; Azul de Toluidina).

ABREVIATURAS

sg1: Espermatogbnia primaria; sg2: Espermatogbnia secundaria; i: Tecido intersticial; sec:
Espermatécito primario; sd: Espermatide; sz: Espermatozéide; s: Célula de Sertoli; sclp:
Espermatécito primario em leptéteno; sem: Espermatécito primario em metafase; N: Nucleo; ng:
Nuages; m: Mitocondria; mo: Células midides; r: Reticulo endoplasmatico nao-granuloso; es:

Complexo sinaptonémico; D: Desmossomos.
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Espermiogénese de Tetra Negro, Gymnocorymbus ternetzi

Fig. 47. Elétron micrografia de varredura de espermatozoides evidenciando as
cabecas esféricas (asteriscos), (2 920X).

Fig. 48. Detalhe do espermatozdide apresentando cabeca esférica, (4925X).

Fig. 49. Elétron micrografia de transmissao mostrando espermatide jovem com
cromatina em fase de compactacao, (21100 X).

Fig. 50. Detalhe da disposicao dos centriolos proximal e distal, (45 800X).

Fig. 51. Esperméatide destacando a formacéo do canal citoplasméatico, (22200
X).

Fig. 52. Espermatozéide maduro, (45 160X).

Fig. 53. Detalhe da formacéao do canal citoplasmatico, (56 650X).

Fig. 54. Elétron micrografia de varredura de espermatozéide com destaque do
canal citoplasmatico, (11 400X).

Fig. 55. Nucleo de espermatozbide apresentando &reas elétron-lucidas
(asteriscos) (60 500X).

ABREVIATURAS

N: Nucleo; c¢: Cabega; m: Mitocondria; pi: Pega intermediaria; f: Flagelo; ep: Centriolo proximal; cd:

Centriolo distal; fn: Fossa nuclear; cc: canal citoplasmatico.
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Espermiogénese de Tetra Amarelo, Hyphessobrycon bifasciatus

Fig. 56. Elétron micrografia de varredura de espermatozoides evidenciando as
cabecas esféricas (asteriscos), (5 000X).

Fig. 57. Detalhe do espermatozdide apresentando cabeca esférica, (5000X).

Fig. 58. Elétron micrografia de transmissao mostrando espermatide jovem com
cromatina em fase de compactacdo, detalhe da disposicdo dos
centriolos proximal e distal e disposicdo da fossa nuclear em arco
duplo, (19 000X).

Fig. 59. Detalhe da peca intermediaria, (33 400X).

Fig. 60. Espermatozéide maduro apresentando cromatina com areas elétron-
lucidas, (23 000X).

Fig. 61. Detalhe do complexo axonemal, 9 duplas de microtubulos periféricos e
uma dupla central, (58 000X).

ABREVIATURAS

N: Nucleo; c¢: Cabega; m: Mitocondria; pi: Pega intermediaria; f: Flagelo; ep: Centriolo proximal; cd:

Centriolo distal; fn: Fossa nuclear; cc: canal citoplasmatico.
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Espermiogénese de Mato Grosso, Hyphessobrycon eques

Fig. 62. Elétron micrografia de varredura de espermatozoides evidenciando as
cabecas esféricas (asteriscos), (2 200X).

Fig. 63. Detalne do espermatozéide apresentando cabegca arredondada,
(9000X).

Fig. 64. Elétron micrografia de varredura de espermatozdide com destaque do
canal citoplasmatico, (6 000X).

Fig. 65. Elétron micrografia de transmissao mostrando espermatide jovem com
cromatina em fase de compactacéo, destaque par areas elétron-lucidas
(asterisco), (31 500X).

Fig. 66. Cromatina em condensacao com destaque para areas elétron-lucidas
(asteriscos), (31 500X).

Fig. 67. Detalhe do axonema e canal citoplasmatico, (74 000X).

Fig. 68. Detalhe da disposi¢éo dos centriolos proximal e distal e disposicéao da
fossa nuclear em arco duplo, (42 000X).

Fig. 69. Espermatozéide maduro, (42 000X).

Fig. 70. Fossa nuclear alojando centriolo distal, (42 000X).

Fig. 71. Detalhe da peca intermedidria de um espermatozéide maduro, (49000
X).

ABREVIATURAS

N: Ndcleo; c: Cabega; m: Mitocdndria; pi: Pega intermediaria; f: Flagelo; ci: Citoplasma; cp:

Centriolo proximal; ed: Centriolo distal; fn: Fossa nuclear; cc: Canal citoplasmatico.
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Espermatozéides de Tetra Negro, Gymnocorymbus ternetzi, Tetra Amarelo,

Hyphessobrycon bifasciatus e Mato Grosso, Hyphessobrycon eques

Fig. 72. Esquema Comparativo do formato (cabega, peca intermediaria e
cauda) dos espermatozoides de Tetra Negro, G. ternetzi (A), Tetra

Amarelo, H. bifasciatus (B) e Mato Grosso, H. eques (C).

A, B e C. Elétron micrografias de varredura.

a, b e c. Desenhos esquematicos.
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Discussdo

1- Caracteristicas anatomicas dos testiculos

Macroscopicamente, as gbnadas masculinas de G. ternetzi, H. bifasciatus e
H. eques, foram facilmente distinguiveis nas fases de maturacdo e de testiculo
maduro. Dois testiculos de similar comprimento foram observados ventralmente a
bexiga natatéria. Em peixes teledsteos, geralmente, a superficie testicular
apresenta-se lisa conforme estudos macroscépicos, realizados por Alexandrino et
al.,, (1985) e Alves do Amaral (1999). No entanto, em G. ternetzi, H. bifasciatus e H.
eques, observou-se por meio de microscopia eletronica de varredura, superficie
irregular, com saliéncias provocadas pelo aumento de volume dos cistos

germinativos, similar aos testiculos de Urophycis brasiliensis (Viana et al., 2000).

2- Espermatogénese

Os tdbulos seminiferos de G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques sao
intercomunicados ou anastomosados, formando uma rede que nao termina na
periferia testicular. De acordo com Grier (1993), esse tipo de testiculo pode ser

classificado como “testiculo tubular anastomosado”.

As espermatogbnias primarias em G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques,
encontram-se distribuidas aleatoriamente ao longo dos tudbulos seminiferos,
apresentando-se abundantes nas fases iniciais e escassas nas fases mais
avancadas de maturacdo, caracterizando esta distribuicdo como do tipo testicular

espermatogonial irrestrito (Grier et al., 1980; Grier, 1981).

Nas trés espécies estudadas, observou-se que a espermatogénese
caracteriza-se como cistica, considerando que as células germinativas apresentam
diferenciacdo sincronica no interior dos cistos germinativos, e ao término da
espermiogénese as pontes citoplasmaticas sdo eliminadas; os processos
citoplasmaticos das células de Sertoli se separam e o0s espermatozoides sao
lancados para a luz dos tubulos seminiferos, conforme preconizado por Mattei et al.,
(1993). Tal fato tem sido observado em outras espécies da Ordem Characiformes

(Matos et al., 1998; Romagosa et al., 1999; Aires et al., 2000; Quagio-Grassiotto et
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al., 2001, 2003; Vicentini, 2002; Cruz-Landim et al., 2003; Pecio, 2003; Verissimo-
Silveira, 2007).

Outra caracteristica do testiculo em G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques, € a
auséncia de ductos eferentes. Como proposto por Grier et al. (1980), no tipo
testicular espermatogonial irrestrito, os ductos testiculares eferentes ndo estéo
presentes. A auséncia de ductos eferentes nestes testiculos se deve ao fato de os
tubulos seminiferos desembocarem diretamente no ducto testicular principal
(Lahnsteiner et al., 1994; Vicentini et al., 2001).

No presente estudo, nas trés espécies, nao foram observadas variagcoes
morfoldgicas testiculares durante o periodo do estudo, e a andlise histolégica
evidenciou intensa proliferagdo celular, com cistos germinativos sempre presentes.
Vicentini (2002), estudando Phalloceros caudimaculatus, espécie que se caracteriza
por apresentar testiculo do tipo espermatogonial restrito, e Msiska (2002), em

Oreochromis karongae, observaram esta mesma caracteristica.

3- Caracteristicas ultraestruturais das células germinativas.

Caracteristicas ultraestruturais das células germinativas de G. ternetzi, H.
bifasciatus e H. eques, nas fases iniciais da espermatogénese sdao muito similares
as de outras espécies de peixes teledsteos. As espermatogbnias primarias sao
circundadas por expansoes citoplasmaticas das células de Sertoli, independente da
fase ou estdgio do ciclo reprodutivo em que se encontram (Quagio-Grassiotto e
Carvalho, 1999; Romagosa et al, 1999, Santos et al, 2001; Vicentini, 2002;
Verissimo-Silveira, 2003, Batlouni et al., 2006).

No citoplasma das espermatog6nias é freqlente a presenca de estruturas de
material elétron-denso, conhecidas como “nuages”. As “nuages” sao organelas
especificas de células germinativas, que podem apresentar-se livres ou associadas
as mitocdndrias, como observado em espermatogénias primarias de Oryzias latipes
(Hamaguchi, 1993; Lo Nostro et al, 2003). Seu componente principal séo

ribonucleoproteinas (Toury et al, 1977), e sua funcao especifica & desconhecida
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(Hamaguchi, 1993). Mas a sua presenca estd associada com atividades de sintese

neste tipo de células (Lo Nostro et al., 2003).

Em Poecilia reticulata, as “nuages” podem ser observadas associadas as
mitocdndrias, em espermatogbnias primarias e secundarias e em espermatocitos em

metafase, durante a primeira divisao meidtica (Billard, 1984).

Em G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques, as “nuages” foram abundantes no
citoplasma das espermatogdnias primarias, algumas perto da membrana nuclear e
outras entre mitocéndrias. A quantidade de “nuages” e de mitocondrias decresceu,
enquanto avancava o estagio de desenvolvimento das células germinativas, e sé um
par de pequenas mitocéndrias foi observado nos espermatozoides, caracteristica

tipica dos peixes com fertilizacdo externa (Jamieson, 1991).

As estruturas conhecidas como ‘lamellae annulata” sdo componentes
citoplasmaticos comumente presentes nas células germinativas masculinas, em
peixes. Elas sdo constituidas por um grupo de membranas paralelas empilhadas,
com poros semelhantes aos da membrana nuclear (Pudney, 1995). Segundo Kessel
(1981), os poros da “lamellae annulata” estdo associados com a ativagdo de
produtos génicos, tais como RNA ribossémico e RNA mensageiro, dispostos na
massa citoplasmatica. Entretanto nao foi observada a presenca de “lamellae

annulata” em G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques.

Gusmao et al, (2002) observaram em Plagioscion squamosissimus, a
presenca de pontes citoplasmaticas ligando as espermatogdnias secundarias entre
si. As pontes citoplasmaticas sao estruturas resultantes de citocineses incompletas e
sdo as responsaveis pelo desenvolvimento sincrénico das células germinativas
(Fawcett et al., 1959). A presenca de estas pontes é um pardmetro usado para
distinguir as espermatogénias secundarias das primarias (Selman e Wallace, 1986).
Em G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques, essas pontes também foram observadas
em cistos de espermatogbnias secundarias. Porém, tais pontes ndo foram
observadas em cistos de espermatogbnias ou de espermatécitos em Syngnathus

abaster e em Syngnathus acus (Carcupino et al., 1999).
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Os espermatdcitos primarios sao identificados pela presenca dos complexos
sinaptonémicos no nucleo da célula. Estes complexos sao estruturas protéicas
envolvidas no alinhamento de cromossomos homélogos durante a troca genética.
Sua formacao em espermatécitos primarios de G. ternetzi, H.bifasciatus e H. eques
€ parecida com o reportado por Silveira et al., (1990), Quagio-Grassiotto e Carvalho
(1999) e Cunha Negréo et al., (2002)

As divisdes meidticas, da espermatogénese, caracteriza-se pela presenca de
espermatocitos primarios e secundarios. Segundo Billard (1984), os espermatécitos
primarios sao células que apresentam estruturas nucleares mais complexas que as
espermatogbnias, com a formacdo de grumos de cromatina e complexos
sinaptonémicos. Sempre dentro de cistos, estas células sofrem a primeira divisao
meibtica originando os espermatécitos secundarios, que rapidamente seguem para a
segunda divisao resultando nas espermatides. Nas espermatogbnias secundarias e
espermatocitos, as mitocdndrias, vesiculas, complexo de Golgi e centriolos, se
localizam geralmente préximos as pontes citoplasmaticas. Estas caracteristicas
também foram observadas em Hoplias malabaricus (Cunha Negrdo et al., 2002),
Sorubim lima (Quagio-Grassiotto e Carvalho, 1999) em Plagioscium squasissimus

(Gusmao et al., 2002) e em Salminus maxillosus (Verissimo-Silveira, 2003).

4- Espermiogénese

As principais modificagdes morfolégicas ocorridas nas espermatides de G.
ternetzi, H. bifasciatus e H. eques, durante o periodo da sua diferenciagédo, sdo as
mesmas descritas na literatura para outras espécies de Characiformes, e
compreendem: alongamento celular, migragdo das mitocdndrias e dos centriolos,
compactacdo da cromatina, formacao da peca intermediéria, desenvolvimento da
cauda ou flagelo e eliminacdo do excesso de citoplasma (Mattei et al., 1995; Burns
et al., 1998; Quagio-Grassiotto et al., 2001; Verissimo-Silveira, 2003; Verissimo-
Silveira, 2007).

Quagio-Grassiotto et al, 2003, observaram que a rotacdo nuclear afeta a
posicdo da fossa nuclear e, por conseguinte, a unido do flagelo ao nucleo do

espermatozéide. Quando o nucleo nao apresenta rotacdo, a fossa nuclear é lateral
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ou ausente e o flagelo se observa paralelo ao nucleo (Burns et al., 1998; Matos, et
al., 2000). Se a rotagéo é incompleta, a fossa nuclear é excéntrica e o flagelo se
apresenta perpendicular ao nucleo (Jamieson, 1991; Burns et al., 1998; Andrade et
al., 2001; Quagio-Grassiotto et al., 2003), mas se a rotacdo é completa (90°), a fossa
nuclear é medial e o flagelo se apresenta medial e perpendicular ao nucleo do
espermatozéide (Mattei et al., 1995; Romagosa et al., 1999; Vicentini, 2002; Cruz-
Landim et al., 2003; Verissimo-Silveira, 2003). Em G. ternetzi, H. bifasciatus e H.
eques, a fossa nuclear apresenta-se medial e o flagelo € medial e perpendicular ao

nucleo dos espermatozoides.

O padrdao de compactacao da cromatina no nucleo de espermatozéides de
teledsteos depende do tipo de proteina associada ao DNA (Saperas et al.,, 1993).
Em G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques, a compactagdo da cromatina mostrou-se
de forma homogénea no qual a cromatina é gradativamente compactada, ao longo
da espermiogénese, na forma de filamentos justapostos e apresentando areas
elétron-lucidas. Este tipo de compactacao também foi observado em
espermatozodides de outras espécies de Characiformes (Burns et al., 1998; Matos et
al., 1998; Vicentini, 2002; Gusmao—Pompiani, 2003).

A fossa nuclear é uma depressdo encontrada no contorno nuclear voltado
para o flagelo (Jamieson, 1991; Mattei, 1991). Segundo Verissimo-Silveira (2007),
nas espécies em que a fossa nuclear esta presente, a profundidade dela pode ser
rasa, moderada ou profunda e essa caracteristica determinard a posi¢cdo do

complexo centriolar em relagado ao nucleo.

Familias em que a fossa nuclear esta ausente, o complexo centriolar
posiciona-se distante ou proximo do nucleo (Matos et al., 2000; Verissimo-Silveira,
2007). Quando a fossa nuclear é profunda ou moderada, o complexo centriolar
encontra-se totalmente inserido dentro dela (Gusmao-Pompiani, 2003). Entretanto,
se a fossa nuclear é rasa, pode ocorrer uma variagcdo no posicionamento do
complexo centriolar em relacdo a ela: a primeira opgao é que o centriolo proximal se
apresente totalmente inserido na fossa nuclear e o centriolo distal, parcialmente
inserido (Quagio-Grassiotto et al, 2001; Gusmao-Pompiani, 2003; Verissimo-

Silveira, 2007); uma segunda opcao pode ser que o centriolo proximal se apresente
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parcialmente inserido na fossa nuclear e o centriolo distal fora dela (Mattei et al.,
1995), ou a terceira opcao, que o complexo centriolar se apresente totalmente fora
da fossa nuclear (Cruz-Landim et al, 2003; Gusmao-Pompiani, 2003). Em G.
ternetzi, a fossa nuclear apresenta-se rasa, o centriolo proximal se apresenta
totalmente inserido na fossa nuclear e o centriolo distal apresenta-se parcialmente

inserido.

Nos espermatozdides que apresentam fossa nuclear em arco duplo, os
centriolos podem se apresentar fora da fossa (Franca et al., 2007) ou cada centriolo
inserido em um dos arcos (Jamieson, 1991; Gusmao-Pompiani, 2003), como

observado em H. eques e H. bifasciatus.

A disposicao do complexo centriolar em teledsteos é variavel e em
Cipriniformes é considerada uma caracteristica espécie-especifica (Mansour et al.,
2002). Geralmente o centriolo distal e proximal se organizam entre si formando um
angulo de 90° (perpendicular), no entanto, dependendo da rotacdo nuclear das
espermatides, o centriolo proximal pode se apresentar paralelo ou obliquo ao
centriolo distal. Em G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques, os dois centriolos se

apresentam perpendiculares um do outro.

A maioria dos espermatozéides aquaesperm, descritos em teledsteos, sédo
compostos por cabeca, peca intermediaria e flagelo (Jamieson, 1991). Durante a
espermiogénese ocorre o deslocamento da massa citoplasmatica para a regiao
basal do nucleo, dando origem a peca intermediaria do espermatozéide. Esta
caracteristica foi observada em G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques, assim como
em outras espécies de teledsteos (Jamieson, 1991; Mattei et al., 1995; Burns et al.,
1998; Romagosa et al., 1999; Zaiden, 2000; Aires et al., 2000; Andrade et al., 2001;
Quagio-Grassiotto et al, 2001, 2003; Vicentini, 2002; Cruz-Landim et al., 2003;
Gusmao-Pompiani, 2003; Franca et al., 2007, Verissimo-Silveira, 2007).

Na peca intermedidria estdo presentes as mitocéndrias. Elas geralmente séo
pouco numerosas, pequenas, arredondadas ou alongadas, agrupadas no terco
anterior do colar citoplasmatico, ao redor do complexo centriolar e do inicio do

axonema, separadas deste pelo canal citoplasmatico (Jamieson, 1991; Mattei,
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1991). Dentro da ordem Characiformes, a maioria dos espermatozdides sao
uniflagelados e o flagelo constituido pelo axonema classico (9+2) (Jamieson, 1991;
Mattei, 1991; Romagosa et al., 1999; Aires et al., 2000; Matos et al., 2000; Zaiden,
2000; Vicentini, 2002; Cruz-Landim et al., 2003; Gusmao-Pompiani, 2003; Quagio-
Grassiotto et al., 2001, 2003, Verissimo-Silveira et al., 2006; Verissimo-Silveira,

2007), similar ao observado nas trés espécies estudadas no presente trabalho.

Em alguns Otophysi, os flagelos podem apresentar projecbes alares da
membrana flagelar ou “fins”, ja& em Ostariophysi a auséncia desta estrutura foi
interpretada por Jamieson (1991) como uma sinapomorfia para Characiformes,
Cypriniformes e aparentemente para Siluriformes. Segundo Lee e Kim (2001) a
auséncia destas projecoes alares é uma caracteristica comum as ordens
Characiformes e Siluriformes. Nas trés espécies estudadas, ndo foram observadas

estas projecoes alares da membrana flagelar ou “fins”.

De acordo com Afzelius (1979), ao longo da evolugéo, algumas espécies de
peixes perderam o acrossoma, e a razao de este fato nao é claro (Matos et al., 1993,
1995). Na literatura aparecem controvérsias sobre a auséncia desta estrutura e a
principal explicacao tem sido dada a presenca da micropila nos ovocitos, a qual
facilitaria a entrada do espermatozoide através do corion. No entanto, Cruz-Landim
et al. (2003), nao concordam com que a presenca da micrépila nos ovodcitos
justifique a auséncia do acrossoma nos espermatozoides. Em outros grupos de
animais, como os insetos, a micrépila estd presente e os espermatozdides

apresentam acrossoma.

Os espermatozdides de peixes teledsteos possuem caracteristicas
divergentes na sua forma e estrutura (Mattei, 1991), sendo classificados como
aquaesperm e introesperm, caracteristico de peixes que apresentam fertilizacao
externa e interna respectivamente (Jamieson, 1991). Segundo esta classificacao, os
espermatozoéides de G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques, podem ser classificados

como espermatozéides aquaesperm apresentando fertilizacao externa.

Na maioria dos Characiformes que apresentam fertilizacdo externa, seus

espermatozoides apresentam nucleos esféricos, apresentando poucas variacées em
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alguns grupos. Essa caracteristica foi observada nos espermatozéides de G.
ternetzi, H. bifasciatus e H. eques. Tal fato foi descrito por Jamieson (1991) e Mattei

(1991) como caracteristico dos Otophysi de fertilizacao externa.

Os tubulos seminiferos, em teledsteos, se apresentam separados por tecido
conectivo contendo células midides, vasos sanguineos e células de Leydig. As
células midides podem apresentar atividade contratil e devem estar envolvidas na
liberagao dos espermatozoéides do cisto (espermiacao) e também em seu transporte
para o ducto testicular (Nobrega, 2003). A presenca destas células foi observada em
G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques as quais séo de grande importancia. Maekawa
et al. (2000), demonstaram que estas células secretam uma série de substancias,
como componentes da matriz extracelular e fatores de crescimento, sendo que
algumas destas substancias controlam e/ou mantém as func¢des das células de
Sertoli. Segundo Grier et al. (1989) as células mibdides apresentam interacbes com
outras células midides, com células de Leydig ou com a matriz extracelular, criando
uma rede, que auxiliam posteriormente a contragdo do testiculo como um todo para
eliminar os espermatozdides. No entanto, estas interacbes sdo mediadas por
colageno, que tem como funcdo suporte e ndo elasticidade. Assim, todas estas

interacoes estariam mais relacionadas com sustentacéo e ndo com contragéao.

Quanto as células de Sertoli, entre os cordados, tem se encontrado duas
funcbes principais: 1) fagocitar células germinativas em degeneracdo e corpos
residuais 2) formar uma barreira testicular (Grier, 1993). Para formar esta barreira
testicular, estudos citolégicos em teledsteos tém descrito mecanismos de unido
entre células de Sertoli adjacentes. Durante a espermatogénese, ha consideravel
aumento no volume dos cistos germinativos, devido ao aumento da divisdo das
células germinativas. Isto é, o citoplasma das células de Sertoli, que faz parte da
parede dos cistos germinativos, deve se acomodar a estas mudancas fazendo com
que suas unides sejam flexiveis para manter a integridade da parede do cisto
germinativo. Além disso, para manter a integridade do cisto, surgem entre as células
de Sertoli, complexos juncionais constituidos por desmossomos e jungbes de
oclusdo. Estas ultimas jungbes também tém sido mostradas em varias espécies de
teledsteos na formagao da barreira hematotesticular (Pudney, 1993). Em G. ternetzi,

H. bifasciatus e H. eques mais de uma célula de Sertoli forma a parede dos cistos
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germinativos apresentando ligagdes entre elas por desmossomos e juncdes “tight”.
Estas juncbes provavelmente possuem uma funcdo de barreira hematotesticular,
com o objetivo de prover um ambiente propicio para o desenvolvimento das células

germinativas.

Na andlise comparativa das células germinativas em G. ternetzi, H. bifasciatus
e H. eques, o maior didmetro nuclear foi registrado nas espermatogdnias primarias,
Lo Nostro et al, (2003), estudando a ultraestrutura testicular em Synbranchus
marmoratus, observaram que o maior didmetro nuclear foi registrado em
espermatdcitos primarios. Salvo as espermatogbnias secundarias, H. eques
apresentou os menores valores de didmetro nuclear entre as células germinativas,
isto poderia estar relacionado com um numero maior de células dentro de cada cisto
germinativo. Segundo, Batlouni et al., (2006), a produgdo de grande quantidade de
espermatozdides €& uma caracteristica da estratégia reprodutiva em
Pseudoplatystoma fasciatum. Sendo esta caracteristica comum para as espécies
que apresentam desova total e ndo apresentam cuidado parental (Romagosa et al.,
1999; Santos et al., 2001).

Com relagédo aos dados obtidos sobre a ultraestrutura e morfometria das
células germinativas e sua comparagcdo com os dados disponiveis na literatura,
observa-se que alguns caracteres apresentam certo grau de variabilidade, até
mesmo entre espécies de uma mesma familia, como por exemplo, o formato do
nucleo, tamanho das células germinativas, a posicdo do complexo centriolar em
relacdo a fossa nuclear, o arranjo relativo dos centriolos e o formato das
mitocdndrias. No entanto, ha caracteres conservados em diversos grupos como a
auséncia de fossa nuclear, do canal citoplasmatico e de vesiculas na peca
intermediaria e a presencga de projecoes laterais e compartimento membranoso nos

flagelos.

Desta forma, o conhecimento das caracteristicas morfolégicas e funcionais da
espermatogénese, vem sendo utilizado como ferramenta importante para o estudo
basico da biologia reprodutiva e para a producao em cativeiro de qualquer espécie

ictica, assim como, para o desenvolvimento de técnicas dirigidas a conservagcao de
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espécies nativas e sua aplicabilidade potencial nas andlises filogenéticas em

diferentes grupos de peixes.
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Conclusoes

A partir do estudo realizado em Gymnocorymbus ternetzi, Hyphessobrycon

bifasciatus e Hyphessobrycon eques, pode-se concluir o seguinte:

e Considerando a distribuicdo das espermatogbnias primérias por toda a
extensao dos tubulos seminiferos, os testiculos de G. ternetzi, H. bifasciatus e

H. eques correspondem ao tipo espermatogonial irrestrito.

e Embora, os testiculos de G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques apresentem
cistos espermatogénicos com células em diferentes fases da meiose, pode-se

considerar sua espermatogénese como sincrénica.

e A espermatogénese em G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques é do tipo cistica,
considerando que os espermatozbides maduros séo liberados na luz dos

tubulos seminiferos apds o processo de espermiogénese.

e As caracteristicas ultraestruturais das células germinativas durante o
processo de espermiogénese em G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques sédo

semelhantes.

e Os espermatozoides de G. ternetzi, H. bifasciatus e H. eques apresentam
caracteristicas ancestrais préprias de peixes com fertilizacao externa,

classificando-os como anacrosomal aquaesperm uniflagellate.

e As células de Sertoli, em G. ternetzi, H. eques e H. bifasciatus apresentam
funcdo de empacotamento das células germinativas, visando a formacao de

cistos germinativos.

e A diferenga no tamanho (area e didmetro) dos nucleos das células
germinativas, nas trés espécies estudadas, pode estar relacionada com a
quantidade de espermatozoides produzidos, sendo esta uma caracteristica
reprodutiva de espécies com fertilizacdo externa e que nao apresentam

cuidado parental.



Conclusoes

Este trabalho contribui ao conhecimento das caracteristicas morfolégicas e
funcionais das células da linhagem germinativa, como ferramenta importante
para o estudo béasico da biologia reprodutiva e para a producao em cativeiro
destas espécies icticas, assim como, para o desenvolvimento de técnicas
dirigidas a conservacao de espécies nativas e sua aplicabilidade potencial

nas analises filogenéticas em diferentes grupos de peixes.
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