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RESuUmMO
Cichlidae é a maior familia de peixes ndo-Ostariophysi de agua doce, e uma das maiores
familias de vertebrados. De ampla distribuicdo mundial, os géneros neotropicais atualmente
foram elevados a status de subfamilia, Cichlinae. As hipdteses existentes para as relacfes de
parentesco em Cichlinae, tendo por base caracteristicas osteoldgicas e de partes moles e mai:
recentemente dados moleculares, ndo sdo congruentes entre si. Sabe-se que as caracteristice
espermaticas contem informacdes filogenéticas e podem ser uteis no estudo do
relacionamento entre as espécies. Neste estudo, descreveu-se a espermiogénese e 0s caracter
ultraestruturais dos espermatozoides de membros da subfamilia Cichlinae e da subfamilia
Pseudocrenilabrinae. Os dados resultantes foram utilizados numa analise filogenética, que
comparada as proposta pré-existentes, recupera alguns dos grupos mais proximamente
relacionados, caso dos géneRstroculuse Cichla. Estes géneros sédo reconhecidos como
basais dentro da subfamilia. Outro grupo que se mantém, é o formadmdinoacara
rivulatus Cichlasoma portalegrensee Aequidens tetramerus membros da tribo
Cichlasomatini. Aléem disso, a tribo Cichlasomatini ocupa posicédo derivada no cladograma,

como em hipodteses anteriores.
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ABSTRACT
Cichlidae is the largest family of non-Ostariophysi freshwater fish and one of the largest
family of vertebrates. With a worldwide distribution, the Neotropical genera have been now
elevated to a subfamily status, Cichlinae. The existing hypotheses for the phylogenetic
relationships in Cichlinae, based on osteological features and soft tissue and more recently on
molecular data, are not congruent. It is known that the spermatics characteristics contains
phylogenetic information and can be useful in the studies of the relationship between species.
Then, this study described the spermiogenesis and sperm ultrastructural characterics from
some members of the Neotropical subfamily Cichlinae and from the African,
Pseudocrenilabrinae. The data was used in a phylogenetic analysis, that when compared to
pre-existing proposals, recovers some of the most closely related genera, for e€achfde,
andRetroculus These genera are recognized as basal within the subfamily Cichlinae. Another
group that remains, it is that formed Agdinoacara rivulatusCichlasoma portalegrensand
Aequidens tetrameruysmembers of the tribe Cichlasomatini. The tribe Cichlasomatini

occupies a derivative position in the cladograma.
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INTRODUCAO
A Familia Cichlidae

A familia Cichlidae constitui o maior grupo de peixes euteleosteos de agua doce
(Nelson, 2006) e apresenta distribuicdo Gondwana, com representantes distribuidos através da
Africa, Américas do Sul e Central e uma espécie no Tedaschthy3, Madagascar, india,

Sri Lanka, Siria, Israel e Iran (Stiassny, 1991; Sparks & Smith, 2004). Juntas, as familias
Cichlidae, Embiotocidae, Labridae, Odacidae, Pomacentridae e Scaridae formam a subordem
Labroidei, a qual tem seu monofiletismo reconhecido com base em caracteres da regiao
faringeal, particularmente da mandibula faringeal, que € especializada para o processamento
de alimentos (Nelson, 2006). Para Galis e Metz (1998) a flexibilidade e a versatilidade do
aparato mandibular faringeal dos ciclideos promoveu a diversificagcdo evoluciondaria por duas
razBes. Primeiro, causou uma plasticidade comportamental; segundo, forneceu condicbes a
evolucdo. Embora, os ciclideos atuem geralmente como especialistas, ocupando nichos
alimentares particulares, eles podem variar sua alimentacdo quando necessario, com baixa
especificidade (Galis & Metz, 1998). O reconhecimento da familia Cichlidae pode ser feito,
externamente, pela presenca de apenas uma narina em cada lado da cabeca, linha latera
interrompida com geralmente 20-50 escamas, nadadeira dorsal geralmente com 7-25 espinhos
e 5-30 raios moles, e nadadeira anal com 3-15 espinhos e 4-15 raios moles (Nelson, 2006).
Outra caracteristica da familia € a saida do intestino pelo lado esquerdo do estdmago, ao
contrario dos grupos de peixes restar{fébler, 1982). A forma do corpo pode ser variada

entre as espécies da familia. O corpo pode ser em forma de disco com nadadeiras curtas coma
no géneroSymphysodqnou alongado como no géne@enicichla, embora, a maioria dos
ciclideos tenha o corpo comprimido lateralmente (Nelson, 2006). Apesar da ampla tolerancia
comportamental de varias espécies de ciclideos, eles mostram diversidade morfolégica
relativamente pequena, o que pode dificultar na identificacdo de espécies (Mcandrew &
Majumdar, 1983) e a compreensao das suas relacdes de parentesco (Mcandrew & Majumdar,
1984). Kornfield e Parker (1997) consideram a rapida radiacdo evolutiva envolvendo um
grande numero de taxons um dos problemas mais dificeis na resolugcdo das andlises
filogenéticas. A rapida evolucdo adaptativa e a explosiva taxa de especiacdo simpatrica fazem
dos ciclideos dos grandes lagos do leste africano foco de atencdo de muitos pesquisadores

(ver Kocher, 2004 para revisdo). Ao longo dos anos, espécies de ciclideos vém sendo



descritas e atribuidas a um ou a outro género, entretanto as posi¢des e o relacionamento entre
eles ndo séo estaveis (ver Kullander, 1998 para reviséo).

A situacdo para a sistematica da familia teve avanco significativo com a apresentacao
de dois estudos nas décadas de 70 e 80 (teses de doutorado ndo publicadas). O primeiro deles
em 1976, de Frederick Cichocki teve por foco os ciclideos Sul Americanos, ao lado de alguns
representantes Africanos e Asiaticos. Na sua analise o autor utiliza a compatibilidade de
carater segundo Estabrook (1976) (Figura 01)

Figura 01: Cladograma expressando as relagcdes de Cichlidae (adaptado de Cichocki, 1976).

Seu resultado levou a uma hipoétese testavel do interrelacionamento de ciclideos, assim
como uma classificacdo que reconhece quatro subfamilias (Etroplinae, Haplochrominae,
Cichlinae e Geophaginae) e um conjunto de tribos. A Subfamilia Etroplinae constituida por
géneros da india e Madagascar, a subfamilia Haplochrominae Hoedeman (1947) constituida
por todos os ciclideos africanos, a subfamilia Cichlinae Bonaparte (1840) formada pelo
género sul american@ichla e a subfamilia Geophaginae Haseman (1911) constituida por
outros géneros sul americanos. Este estudo foi retomado, em 1984, por Michael Oliver agora
com foco nos ciclideos africanos. A filogenia de Oliver (1984) utiliza a mesma base de
caracteres que Cichocki (1976), e inclui o gérid¢eterochromisentre as espécies analisadas
(Figura 02).



Figura 02: Cladograma expressando as relagoes de Cichlidae (adaptado de Oliver, 1984).

Nessa filogeniddeterochromisocupa posicao entre o gén&ichla e os neotropicais,
0 que altera apenas ligeiramente a proposta de Cichocki (1976) a qual teve como principal
achado o reconhecimento dos ciclideos de Madagascar e india como formas mais

plesiomérficas na familia, resultado corroborado por Stiassny (1991).

A Subfamilia Cichlinae

Sparks (2004) reune em Cichlinae, duas subfamilias anteriormente reconhecidas por
Cichocki (1976), a subfamilia Cichlinae Bonaparte (1840) mais a subfamilia Geophaginae
Haseman (1911). Cichlinae conforme Sparks (2004) é formada por todos os géneros de
ciclideos distribuidos através das Ameéricas do Sul e Central e também da regido sul da
América do Norte.

Os ciclideos neotropicais formam um clado monofilético grupo-irmao do clado,
também monofilético, dos ciclideos africanos (Stiassny, 1991; Fares 1999; Sparks &

Smith, 2004) e podem ser encontrados em quase todos os rios das Ameéricas do Sul e Central,
com especies distribuidas desde a Patagbnia até o Texas (LOpez-Feshahd2@10).

O clado neotropical inclui aproximadamente 60 géneros com muitas espécies ainda
ndo descritas (Reist al, 2003; Lopez-Fernandezt al, 2010). A maioria dos ciclideos
neotropicais esta classificada dentro das trés maiores tribos, Geophagini, Cichlasomatini e
Heroini, com as demais espécies distribuidas nas tribos Cichlini, Retroculini, Chaetobranchini
e Astronotini (Kullander, 1998; Smith et a2008; Lépez-Fernandez et,&010). Geophagini
€ restrito da América do Sul e sul do Panama com aproximadamente 18 géneros e cerca de
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250 espécies (Lopez-Fernanddal, 2005 a, b). Cichlasomatini inclui 11 géneros descritos e
mais de 70 espécies distribuidas pela América do Sul e Panama (Lopez-Festaaldez
2010). Heroini inclui aproximadamente 30 géneros e cerca de 150 espécies distribuidas pela
Ameérica do Sul e América Central, com 1 género em Cuba e Hispaniola (L6pez-Fertandez
al., 2010).

Entre os ciclideos neotropicais, o tamanho pode variar de 2,5 a 3,0 cm em adultos dos
génerosApistogramma daeniacara, para cerca de 1 metro €mohla temensisEntretanto, a
maioria das espécies esta entre 10 a 20 cm @Rais 2003). A maior parte das espécies da
subfamilia Cichlinae ocupa habitat Iénticos de rios e riachos, mas ha também espécies
reofilicas moderada a fortemente adaptadas. Sao descritas como reofilicas muitas espécies de
Crenicichla e os génerobeleocichla eRetroculus distribuidos principalmente no Brasil e
Guiana (Reit al, 2003). A maioria dos ciclideos neotropicais alimenta-se de uma variedade
de invertebrados e alguns de matéria veg&lathla, espécies grandes d&enicichla,
Petenia,Parachromis Caquetaia,Astronotuse Acaronia se alimentam de peixes e grandes
invertebradosChaetobranchopsjsChaetobranchug Satanopercacuticepsse alimentam de
planctons (Reis et al2003).

O dimorfismo sexual pode variar de moderado a forte entre a maioria dos ciclideos
neotropicais (Reigt al, 2003). Nao apenas a subfamilia Cichlinae, mas toda a familia
Cichlidae é bastante estudada com relacdo ao seu avancado cuidado parental. Fishelson
(2003) divide o comportamento reprodutivo em dois tipos, os incubadores de substrato e os
incubadores bucais. Nas espécies incubadoras de substrato a fémea deposita seus 0VoOs
adesivos em ninhos no substrato. O macho libera seus espermatozdéides sobre os ovos, 0s
fecundando. Entdo, ambos os pais cuidam de sua prole até que 0s jovens possam nadar
livremente (Fishelson, 2003). Nas espécies incubadoras bucais a fémea, 0 macho ou ambos 0s
pais coletam os ovos e 0 esperma para dentro da boca, durante ou apos a desova. Na maioric
destas espécies, no entanto, a fecundagao ocorre antes que os ovos sejam recolhidos, quando
macho libera seu esperma sobre os ovos em um local de desova (Fishelson, 1983). No
entanto, em algumas espécies cdbmeochromis aureug O. hornorum(Grier & Fishelson,

1995), e possivelmente outros, a fecundacdo ocorre dentro da cavidade bucal. Este tipo de
incubagcdo bucal também pode ser observadoAstatotilapia flaviijosefiie em outro
Haplochromineos de incubacédo bucal estudados, em que a fémea encosta o focinho na papila

genital do macho durante a desova, a fim de coletar o esperma (Fishelson, 2003).



Na subfamilia Cichlinae as espécies podem ser incubadoras de substrato ou
incubadoras bucais. Nas espécies incubadoras de substrato, como em espécies dos género
Rocio eAmatitlania, os ovos séo tipicamente depositados em ninhos no substrato e ambos os
pais cuidam da prole por varias semanas, ainda por algum tempo depois dos jovens nadarem
livremente (Reiset al, 2003). Incubacdo bucal pode ser observada em muitas espécies de
GeophagusGymnogeophagus Satanoperca, e também em uma espécidatpiidense em
uma espécie deleros (Reiset al, 2003). O cuidado € biparental em espécies de incubacéo
bucal, onde os ovos sdo guardados em ninhos no substrato até proximo a eclosédo, quando se
inicia a incubacado bucal dos ovos e posteriormente das larvas. Poucas espécies neotropicais
apresentam tipo de incubacé&o bucal exclusivamente materno, em que a fémea recolhe os ovos
logo apdés a fecundacaGymnogeophagus balzané algumas espécies colombianas de
GeophagugqReiset al, 2003). Ciclideos dos lagos Malawi e Victoria apresentam cuidado
parental exclusivamente do tipo incubacgéo bucal materno (Eccles & Trewavas, 1989; Barlow,
1991; Keenleyside, 1991). Em contraste, os ciclideos do lago Tanganyika apresentam uma
grande variedade de cuidado parental, ndo apenas diferentes estilos de incubacéao bucal, mas
também de desova em ninhos de diferentes substratos e protecdo a sua prole (Kuwamura,
1986; Keenleyside, 1991).

Pouco se sabe sobre a origem da diversidade de ciclideos neotropicais, com a maioria
dos estudos focados na rapida radiacdo adaptativa dos ciclideos na regido dos trés grandes
lagos, Tanganyika, Malawi e Victdria, do leste da Africa (Meyer, 1993; Kornfield & Smith,
2000; Streelman & Danley, 2003; Kocher, 2004; Lépez-Fernandez 20a0).

Para Kullander (1998) o ponto chave para o entendimento da evolugédo dos ciclideos
esta na ictiofauna riverina, que apresenta diversidade morfolégica e ampla distribuicao
geografica e € mais provavel conservar padrfes ancestrais da evolucdo de caracteres e
distribuicdo geografica.

A revisdo por Stiassny (1991) dos trabalhos de Cichocki (1976), Oliver (1984),
Kullander (1983, 1986, 1988, 1989) e outros de sua propria autoria (1982, 1987, 1990)
contribuiu decisivamente para o entendimento da evolucdo dos ciclideos. Além do
reconhecimento como grupos irméo dos clados monofiléticos, Pseudocrenilabrinae (ciclideos
africanos) e Cichlinae (ciclideos neotropicais). E, embora tenha excluido o género
Heterochromisdesse clado monofilético, o considerando como grupo irméo de Etroplines

(subfamilia Etroplinae, segundo Cichocki, 1976) a revisdo de Stiassny (1991), também,



corrobora a proposta de Cichocki (1976) no reconhecimento dos ciclideos de india-

Madagascar como grupo irméo e formas mais plesiomérficas na familia (Figura 03).

Figura 03: Cladograma expressando as relagcoes de Cichlidae (adaptado de Stiassny, 1991).

Em um estudo filogenético para a familia, com foco nos ciclideos neotropicais,
Kullander (1998) analisou 91 caracteres morfologicos de ciclideos neotropicais e dos
inicialmente chamados de ciclideos do Velho Mundo, grupo formado pelos ciclideos

africanos e os da Iindia-Madagascar (Figura 04).



Figura 04: Cladograma expressando as relacdes de Cichlidae (adaptado de Kullander, 1998).

Este trabalho resultou em uma nova classificacao para os ciclideos com as subfamilias
Etroplinae Etropluse Ptychochromiy Pseudocrenilabrinae (todos ciclideos africanos, exceto
Heterochromisque foi considerado género monotipico da subfamilia Heterochromidinae)
mais cinco subfamilias neotropicais (Retroculinae, Cichlinae, Astronotinae, Geophaginae e
Cichlasomatinae), tendRetroculuscomo grupo irméo dos demais ciclideos neotropicais.
Além de Heterochromidinae alocada entre as subfamilias do clado neotropical.

Em uma filogenia com base em sequéncias génicas da subunidade 16S do rDNA
mitocondrial, Farias e colaboradores (1999) no primeiro estudo com essa abordagem
incluindo Heterochromis tiveram como resultado uma politomia entre o0s

Pseudocrenilabrinae. Com Pseudocrenilabrinae incluindo o controverso género riverino da



bacia do CongaHeterochromis(Figura 05), ndo mais o considerando

neotropical conforme Kullander (1998).
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Figura 05: Cladograma expressando as relagbes de Cichlidae (adaptado deefailias

1999).

Sparks (2004) num outro estudo molecular, agora usando dois genes mitocondriais,

um da subunidade ribossomal 16S e outro da subunidade | do complexo cito@ritase

(COI), com énfase e com amostragem de todos os géneros dos ciclideos india-Madagascar
confirma o monofiletismo do clado (Figura 06). Entretanto o autor aponta para a necessidade
de fragmentar a subfamilia Etroplinae, proposta por Kullander (1998), mudando a sua

composicdo e criando uma nova subfamilia, Ptychochrominae. Ptychochrominae aqui

formada pelos género$tychochromis Ptychochromoides e Oxylapia, alocando na
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subfamilia Etroplinae apenas os géndetreplus e Paretroplus com o génerdraratilapia,
também de Madagascar, sem posic¢ao definida. Nessa filogenia entre os géneros da subfamilia
neotropical (CichlinaeRetroculus assim como estudo de Kullander (1998), é considerado

grupo irmao dos demais ciclideos neotropicais.
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Figura 06: Cladograma expressando as relagcoes de Cichlidae (adaptado de Sparks, 2004).
Sparks e Smith (2004) com base no resultado da andlise de dois genes nucleares e dois

genes mitocondriais corroboram o monofiletismo da subfamilia Etroplinae, e a recuperam

como grupo irmédo dos demais ciclideos. Ptychochrominae, também monofilética, €&

recuperada como grupo irmdo do clado monofilético entre Cichlinae (neotropical) e
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Pseudocrenilabrinae (africanos). Neste estudo, o g&ezatilapia € inserido na subfamilia
Ptychochrominae (Figura 07).

Figura 07: Cladograma expressando as relacdes de Cichlidae (adaptado de Sparks & Smith,
2004).

Um outro estudo filogenético da familia Cichlidae, também com foco em Cichlinae,
foi levado a efeito por Smith e colaboradores (2008). Esse estudo teve por base os 91
caracteres morfolégicos de Kullander (1998) somados a caracteres moleculares mitocondriais
e nucleares. Nele os autores corroboram a proposta de Sparks (2004) para as subfamilias
Etroplinae, Ptychochrominae e Pseudocrenilabrinae incluindo o géleteoochromisque
também é recuperado como basal e grupo irméo dos demais pseudocrenilabrineos. Além,

disso a subfamilia Cichlinae é recuperada como grupo irmdo dos Pseudocrenilabrinae.
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Cichlinae agora dividida em sete tribos (Cichlini, Retroculini, Astronotini, Chaetobranchini,

Geophagini, Cichlasomatini e Heroini) e tem o gér@&ala (Cichlini) como grupo irméo de

Retroculus(Retroculini). O clado formado p@ichla mais Rtroculuscomo grupo irméao das

demais tribos eAstronotus (Astronotini) como grupo irmdo dos clados formados por

Chaetobranchini + Geophagini e por Cichlasomatini + Heroini (Figura: 08).
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Figura 08: Cladograma expressando as relacdes de Cichlidae (adaptado deeSSalith

2008).

Lépez-Fernandez e colaboradores (2010) em sua recente proposta de relacionamento

para a familia, também usando dados moleculares mitocondriais e nucleares, e com énfase nos

Cichlinae, recuperam o clado formado por Retroculini + Cichlini como grupo irmdo dos

demais Cichlinae. Porémstronotusé considerado grupo irméo apenas do clado formado por
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Cichlasomatini + Heroini. O clado formado por Chaetobranchini + Geophagini €, entao,
considerado grupo irmé&o de Astronotini e Cichlasomatini + Heroini (Figura 09).
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Figura 09: Cladograma expressando as relacdes de Cichlidae (adaptado de Lopez-Fernandez

et al, 2010).

Os Caracteres Reprodutivos Masculinos
Embora o conhecimento atual sobre o padrédo de relacionamento entre os Cichlidae

tenha sido inferido com base em caracteres morfologicos tradicionais, e mais recentemente

utilizando sequéncias génicas, outras caracteristicas parecem ser potencialmente Uteis no
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estudo desta ordem. Varias das caracteristicas reprodutivas das espécies podem conter sinais

filogenéticos, como as caracteristicas espermaticas.

A Espermiogénese e a Ultraestrutura dos Espermatozoides

Tendo por base a estrutura, organizagao celular e o tipo de fertilizagdo, os gametas
masculinos dos animais em geral sdo classificados em basal ou derivados. Entende-se por
basal os espermatozoéides dos animais com fertilizacdo externa, liberados no meio aquatico.
Estes apresentam, numa sequéncia antero-posterior. acrossoma; nucleo esférico; dois
centriolos, sendo que o distal se diferencia em corpusculo basal e da origem ao axonema do
flagelo; mitocéndrias arredondadas e pouco numerosas e flagelo contendo apenas o axonema
basico do tipo 9 + 2 (Franzén, 1970). Os espermatozoides dos peixes tém sido considerados
como do tipo basal. No entanto, os estudos de Jamieson (1991) e Mattei (1991) mostram que
a diversidade de formas apresentadas por estes espermatozoides € imensa. Além disso, 0s
espermatozoides tidos como basais estdo presentes em grupos de peixes mais derivados.
enguanto grupos mais basais apresentam espermatozoides estruturalmente considerados
derivados. Ambos os autores mostram também que entre os peixes, 0s espermatozoéides do
tipo basal sdo encontrados apenas entre os Neopterygii onde constituem forma dominante.

Segundo Jamieson (1991), os espermatozéides dos Neopterygii podem ter se
desenvolvido secundariamente a partir de formas mais complexas. Além disso, neste grupo de
peixes 0s espermatozoides ndo possuem acrossoma. Esta auséncia vem acompanhada d
presenca da micropila nos oOvulos destes animais (Jamieson, 1991). A micrépila é uma
abertura no envoltério do 6vulo que permite a passagem do espermatozéide no momento da
fertilizacdo (Amanze & Yvengar, 1990).

Conforme Mattei (1970), nos espermatozoides dos peixes, o eixo flagelar pode
posicionar-se paralela ou perpendicularmente ao nucleo. Estas posicdes resultam da
ocorréncia ou ndo da rotacdo e caracteriza dois tipos de espermiogénese tipo | e Il,
respectivamente. Na espermiogénese do Tipo |, a espermatide jovem apresenta nucleo central,
mitocondrias esparsas pelo citoplasma, e diplossoma préximo a membrana plasmatica. O
centriolo distal diferencia-se em corpusculo basal e da origem ao flagelo. O complexo
centriolar movimenta-se em dire¢cdo ao nucleo, trazendo a membrana e o segmento inicial do
flagelo que se invaginam. Forma-se assim um canal entre a membrana flagelar e a
espermatica, o canal citoplasmatico. O flagelo dispde-se tangencialmente ao nucleo e nesta

face do contorno nuclear forma-se uma depressao ou fossa. O nucleo sofre uma rotacdo de
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90° em relacdo ao eixo flagelar e o diplossoma se insere na fossa nuclear. A depresséo
determina a base do nucleo, regido para a qual migram as mitocondrias. Variacdes neste tipo
de espermiogénese resultam em um canal citoplasmatico pequeno ou inexistente, 0 mesmo
ocorrendo com a fosseta ou fossa nuclear. Na espermiogénese do tipo Il (Quagio-Grassiotto
& Oliveira, 2008), o desenvolvimento do flagelo é medial, o nucleo ndo sofre rotacdo e a
fossa nuclear e o canal citoplasméatico ndo se formam.

As espermiogéneses do tipo | e do tipo Il resultam na formacdo de espermatozoides
aquaticos do tipo | (Jamieson, 1991, Mattei, 1991, Quagio-Grassiotto & Oliveira, 2008). Em
geral estes gametas possuem nucleo pequeno, de forma ovoide ou arredondada. Os centriolos
em angulos variados, situam-se total ou parcialmente na fossa nuclear, quando esta esta
presente. A peca intermediaria € pequena e forma um colar ao redor da regido inicial do
flagelo. As mitocdndrias, pequenas e pouco numerosas, situam-se no colar citoplasmatico,
separadas do inicio do flagelo por um espacgo existente entre as membranas plasmaticas e
flagelar, o canal citoplasmatico. O flagelo apresenta o axonema classico formado por nove
duplas periféricas de microtubulos e um par central. A membrana flagelar pode ou nao
apresentar projecfes laterais ou “fins”. Variacbes neste tipo de espermatozoides sao
observadas principalmente quanto a presengca e dimensdo da fossa nuclear, tamanho e
guantidade de mitocondrias e niamero de flagelos (Jamieson, 1991, Mattei, 1991, Quagio-
Grassiotto & Oliveira, 2008).

Em espécies de uma mesma familia, ou subfamilia apesar da estrutura dos
espermatozoides apresentar um padrdo geral bastante conservado (Baaiettio84,
Jamieson, 1991, Mattei, 1991, Buretsal., 1998, Quagio-Grassiotat al., 2003a, Quagio-
Grassiotto & Oliveira, 2008; Burnst al, 2009), a forma , numero e distribuicdo das
organelas espermaticas, como por exemplo as mitocondrias, podem variar tornando a sua
caracterizacdo bastante Util na identificacdo de padrbes de relacionamento inter e/ou
intrafamiliar.

Inicialmente, Jamieson (1991) resume o conhecimento a respeito da estrutura dos
espermatozoides para os diversos grupos de peixes, assinalando as modificacdes estruturais
gue ocorreram em cada linhagem.

Na familia Cichlidae as informacfes existentes sobre a ultraestrutura dos
espermatozoides referem-se as espékiemichromis fasciatuse Oreochromis niloticus
(Mattei, 1970),0Oreochromis niloticugGuhaet al., 1988; Lou & Takahashi, 1989; Silva &
Godinho, 1991; Don & Avtalion, 1993; You & Lin, 1998yenicichla saxatiligMatoset al.,
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1995) Crenicara punctulatumMatos et al., 2002a),Satanoperca jurupariMatos et al.,
2002b), Cichla intermédia (Quagio-Grassiottet al., 2003b), Oreochromis mossambicus
(Pieterse, 2006).
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OBJETIVOS

Dado a potencial aplicabilidade das informagBes sobre as caracteristicas esperméticas
para os estudos filogenéticos e, considerando-se 0s géneros neotropicais em Cichlidae,
atualmente alocados na subfamilia Cichlinae, teve-se por objetivo:

(1) descrever a ultraestrutura dos espermatozéides de representantes de géneros
neotropicais de cada tribo, Cichlini, Retroculini, Astronotini, Geophagini, Cichlasomatini e
Heroini.

(2) analisar comparativamente os dados obtidos a partir das caracteristicas ultra-
estruturais do nucleo, peca intermediaria e flagelo dos espermatozoides com vistas a
identificacdo de caracteres particulares e comuns a esses géneros, com as demais subfamilia:
de Cichlidae.

(3) gerar uma matriz de caracteres a partir dos dados obtidos e daqueles disponiveis na
literatura, analisid-los a luz da sistematica filogenética e propor uma hipbtese de

relacionamento dos géneros em Cichlinae.
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MATERIAIS E METODOS
Espécies Analisadas
Foram analisadas 22 espécies, membros da familia Cichlidae, distribuidas nas bacias
hidrograficas da América do SuCichla kelberi Kullander e Ferreira, 2006Retroculus
lapidifer (Castelnau, 1855)Biotodoma cupido (Heckel, 1840)Geophagus proximus
(Castelnau, 1855) Aequidens tetrameru@ieckel, 1840) no rio Araguaia, Barra do Garcas-
MT. Apistograma commbra@egan, 1906) e Mesonauta festiyideckel, 1840) Coxim-MS.
Geophagus brasiliensigQuoy & Gaimard, 1824)Gymnogeophagus rhabdotysiensel,
1870) eCichlasoma portalegrensgHensel, 1870) estacdo agrondémica campus da UFRGS
Porto Alegre-RSAustraloherossp. rio Maquiné Porto Alegre-RSatanoperca pappaterra
(Heckel, 1840) rio Sao José dos Dourados Vitéra BrasilE€3Enicichla lepidota Heckel,
1840, na lagoa comprida, Aquidauana-M&matitlania nigrofasciatus(Gunter, 1867),
Andinoacara rivulatugGuinther, 1860)Amphilophus citrinellugGunther, 1864)Astronotus
ocellatus (Agassiz, 1831)Hypselecara temporaligGunther, 1862) adquiridas em loja de
peixes ornamentais Botucatu — SP. Também foram adquiridas espécies da subfamilia
Pseudocrenilabrinae do lago Mala@ynotilapia afra(Gunther, 1894)Sciaenochromis ahli
(Trewavas, 1935)Maylandia greshakefMeyer & Foerster, 1984) Elelanochromis auratus

(Boulenger, 1897) em loja de peixes ornamentais Botucatu — SP.

Métodos

Os machos sexualmente maduros, representantes da familia Cichlidae, tiveram o
aparelho reprodutor retirado, para analise posterior.

O aparelho reprodutor dos espécimes dissecados foi retirado inteiro, fixados em
solucdo de glutaraldeido 2% e paraformaldeido 4% em tampé&o fosfato Sorensen 0,1M, pH
7.3. Os testiculos foram seccionados longitudinal ou transversalmente, em cubos de
aproximadamente 1 mm, e mantidos em fixador, por pelo menos 12 horas. Os fragmentos dos
testiculos de espécimes sexualmente maduros, contendo esperma, foram pdés-fixados em
tetroxido de 6smio 1% por 2 horas, no escuro, lavados em agua destilada, contrastados em
bloco com solucdo aquosa de acetato de uranila a 0,5% e novamente lavados. Seguiu-se,
entdo, a desidratacdo em série crescente de concentracdo de acetona e a infiltracdo por um

periodo de 12 horas em solucéo 1:1 de mistura de acetona e Araldite. Apés a infiltracdo, os
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fragmentos de testiculos foram pré-incluidos em mistura de Araldite, em frasco aberto,
colocados em estufa a®3€ por 1 hora, seguindo-se a inclusdo em nova mistura de Araldite,

em estufa a 58-60C por 48 horas. Os cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo
Ultratome Il do LKB, equipado com navalha de diamante, coletados em telas de cobre, sem
filme suporte e contrastados em acetato de uranila a partir de uma solucéo saturada preparada
em etanol 50%, por 20 minutos, no escuro. Apdos lavagem por varias vezes em alcool 50%, o
material sofreu nova contrastacdo em citrato de chumbo por 10 minutos, seguida de lavagem,
por varias vezes, em agua destilada. Os cortes assim preparados foram observados em
microscopio eletrbnico de transmissao Phillips-CM 100 e fotografados em filme 35 mm da
Kodak (Eastman 5302), microscopio de transmissao Zeiss-EM 900 e fotografados em placas
de 83mm X 102mm. As cOpias fotograficas foram feitas em papel fotografico da Kodak
(Kodabrome RC Print). E microscopio eletrénico de transmissao Tecnai G2-Spirit-FEI com

captura de imagem digital.

Analise filogenética

A analise filogenética consistiu em trés etapas interdependentes: trabalho exploratério
(selecdo de taxons e caracteres), sistematizacdo e codificacdo dos dados e analise
computacional conforme proposto por Poe e Wiens (2000). O critério de selecdo dos taxons
do grupo interno examinados no presente trabalho foi a sua alocacdo atual na subfamilia
Cichlinae.

A metodologia filogenética seguiu as propostas apresentadas por Hennig (1966, 1968),
e posteriormente desenvolvidas e elaboradas por varios autores (Wiley, 1981etVdiley
199; Foreyet al, 1992; Goloboff, 1993; Amorim, 2002), que reconhecem como monofilético
apenas 0 grupo taxonémico reunido por sinapomorfias, ou seja, que compartilham de
novidades evolutivas unicas herdadas de um ancestral comum.

Para testar o monofiletismo da subfamilia Cichlinae baseado em caracteristicas
espermaticas o grupo interno € composto de 20 espécies da subfamilia. O grupo externo é
composto poCynotilapia afra,Sciaenochromis ahlMaylandia greshakee Melanochromis
auratus espécie pertencente a subfamilia Pseudocrenilabrinae, considerada grupo irmao da
subfamilia Cichlinae de acordo com a filogenia proposta por Stiassny (1991), Kullander
(1998), Farias e colaboradores (1999), Smith e colaboradores (2008) e Ldopez-Fernandez e
colaboradores (2010).
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Os caracteres e seus respectivos estados foram descritos de acordo com o modelo
proposto por Sereno (2007) no qual, caracteres sao considerados variaveis independentes (nac
correlacionadas) e estado de carater sdo condicbes mutuamente exclusivas do carater.
Caracteres nao aplicaveis ou ndo comparaveis foram codificados como “?”, simbolo este
reconhecido pelo programa como “missing data”. A matriz foi construida no programa
WinClada 1.00.08 (Nixon, 2002 é composta por 23 taxons e 28 caracteres, que foram
tratados como nao ordenados. Os caracteres codificadosCparia intermedia foram
interpretados segundo artigo de Quagio-Grassiotto e colaboradores (2003).

Para investigar as relagfes internas da subfamilia Cichlinae foi utilizado o método de
parcimbnia com pesagem implicita a fim de atenuar os efeitos das homoplasias (@&bloboff
al., 2008). A estratégia de busca heuristica foi preferida em detrimento do método de busca
exaustiva, devido ao tempo de processamento computacional. A reconstrucao filogenética foi
executada no programa TNT 1.1 (Golobeffal, 2008) utilizando as novas tecnologias de
analise afim de maximizar pontos de inicio (ilhas de arvoras) e reduzir o tempo gasto em cada
busca. Foram utilizados os seguintes recurpassimony ratchétNixon (1999) que utiliza a
diferenca no comprimento entre arvores geradas a partir do método tradicional (arvore de
Wagner e TBR); drift” Goloboff (1999) método interativo semelhantes ao ratchet que, no
entanto, usa um ajuste estatistico randomicamente modificado para selecionar as melhores
arvores durante cada interacdspctorial searchésGoloboff (1999) realiza a busca de
arvores mais parcimoniosas em subgrupos de taxons da matriz de dados de forma
independente; fee fusion” Goloboff (1999) utiliza a permuta de ramos entre arvores criando
novas combinacdes que vao além de uma troca.

A polaridade do carater foi somente determinada depois de analise simultanea de
analises de parcimonia global incluindo todos os taxons do grupo interno e externo, de acordo
com Nixon e Carpenter (1993). Os clados foram enraizado€ysmtilapia afra, espécie
pertencente a subfamilia Pseudocrenilabrinae.

O numero de passos, indices de consisténcia e retencdo e a lista de sinapomorfias
comuns foram obtidos através do TNT (Golobetffal, 2008). As medidas de suporte sao

expressas por suporte relativo de Bremer (1994).
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RESULTADOS

Subfamilia Pseudocrenilabrinae
Cynotilapia afra, Sciaenochromis ahli, Maylandia greshakei e Melanochromis auratus

Nos espermatozoéides dgynotilapia afra (Fig. 14: A-D)Sciaenochromis ahlfFig.
14: E-l, E-inset)Maylandiagreshake(Fig. 14: J-N) éeMelanochromis auratugrig. 14: O-S)
0 nucleo é esférico, com padrao de compactacdo da cromatina heterogéneo em flocos grossos.
O nucleo é ligeiramente excéntrico em relacdo ao eixo flagelar. Uma estreita faixa de
citoplasma, desprovido de organelas, envolve o nucleo. A depressdo no nucleo, a fossa
nuclear, é de contorno irregular ramificado e profunda. O centriolo proximal esta totalmente
inserido e parte do centriolo distal, também esta inserida na fossa nucl€araéma, M.
auratuse S. ahli Em M. greshakeisomente o centriolo proximal esta inserido e o centriolo
distal esta fora da fossa nuclear. No complexo centriolar, o centriolo proximal € anterior e
obliquo formando um angulo agudo em relacdo ao centriolo distal (Fig. 14: A, E, F, J, O, P,
E-inset). Material elétron denso envolve os centriolos que estdo conectados entre si, ao
envoltorio nuclear e a membrana plasmatica por fibrilas de ancoragem. A peca intermediaria é
ligeiramente assimétrica, € média em comprimento e em laiguedlindo possui sistema
vesicular.C. afra, M. autatuse M. greshakepossuem sistema vesicular composto por poucas
vesiculas que ndo se conectam distribuidas na regido periférica da peca intermediaria. As
mitocondrias, esféricas, ocupam a porcéo inicial da peca intermediaria distribuidas em duas
camadas entCynotilapia afra, em trés camadas évtaylandia greshakei Melanochromis
auratuse uma camada eBciaenochromis ahlDistribuidas ao redor do centriolo distal e da
regido inicial do flagelo dos quais as mitocondrias estao separadas pelo canal citoplasmatico.
A porc¢do posterior da peca intermediaria é formada por uma estreita projecéo citoplasmatica,
gue acompanha o canal, a bainha citoplasmatica (Fig. 14: B-C, G-H, K-M, Q-S). Possui um
flagelo, com axonema de arranjo classico de 9+2 microtubulos e ndo possuem projecdes
laterais ou alhetas na membrana flagelar. Presenca de abundante secre¢&o no limen testicular
(Fig. 14: D, I, N,S).

Tribo Retroculini
Ultraestrutura dos Espermatozéides
Retroculus lapidifer
Nos espermatozoides e lapidifer (Fig. 15: A-E, A-inset) o ndcleo é esférico, com

padrdo de compactacdo da cromatina heterogéneo em flocos grossos. O nucleo é excéntrico
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em relacdo ao eixo flagelar. Uma estreita faixa de citoplasma, desprovido de organelas,
envolve o nucleo. A depresséo no nucleo, a fossa nuclear, de contorno irregular e ramificado e
profunda. O centriolo proximal esta totalmente inserido e parte do centriolo distal, também
esta inserida na fossa nuclear. No complexo centriolar, o centriolo proximal é lateral e
perpendicular em relagdo ao centriolo distal (Fig.15: A, A-inset). Material elétron denso
envolve os centriolos que estdo conectados entre si, ao envoltério nuclear e a membrana
plasmatica por fibrilas de ancoragem. A peca intermediaria € ligeiramente assimétrica, média
em comprimento e em largura. Nao possui sistema vesicular. As mitocéndrias, esféricas,
ocupam a porcao inicial da peca intermediaria distribuidas em duas camadas, ao redor do
centriolo distal e da regido inicial do flagelo, do qual estdo separadas pelo canal
citoplasmatico. A porcado posterior da peca intermediaria é formada por uma estreita projecao
citoplasmatica, que acompanha o canal, a bainha citoplasmatica (Fig. 15: B-D). Possui um
flagelo, com axonema de arranjo classico de 9+2 microtubulos e duas projecdes laterais ou
alhetas na membrana flagelar. As alhetas flagelares tem o inicio de sua formacg&o abaixo da

peca intermediaria, fora do canal citoplasmatico. Em lados opostos do flagelo (Fig. 15: B, E).

Tribo Cichlini
Espermiogénese
Cichla kelberi

Nas espermatides iniciais d€. kelberi o nucleo é esférico com cromatina
descondensada. O complexo centriolar esta posicionado lateralmente ao nucleo. O
desenvolvimento do flagelo ocorre lateralmente ao nucleo a partir do centriolo distal, que se
diferencia em corpusculo basal. Ao longo da espermiogénese 0 nucleo sofre uma rotacdo em
relacdo ao eixo flagelar, consequientemente o complexo centriolar e o flagelo assumem uma
posicdo ligeiramente excéntrica em relacdo ao nucleo. Acompanhando a rotacdo nuclear, na
regido do nucleo voltada para o complexo centriolar forma-se uma depressao, a fossa nuclear.
A fossa nuclear é de contorno irregular e ramificado e profunda, e passa a abrigar o centriolo
proximal e parte do distal. No nucleo a compactacdo da cromatina ocorre de forma
progressiva e com padrdo de distribuicdo heterogéneo em flocos grossos. O complexo
centriolar migra em direcdo ao nucleo, arrastando o flagelo e a membrana plasmatica, que se
invagina. Assim, se forma o canal citoplasmatico, um espaco entre a membrana flagelar e a

membrana plasmatica. A massa citoplasmatica se desloca em direcdo ao eixo flagelar,
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formando a peca intermediaria. Na peca intermediaria estdo as mitocondrias e vesiculas (Fig.
12: A-C).

Ultraestrutura dos Espermatozoéides
Cichla kelberi

Nos espermatozoéides d& kelberi(Fig. 15: F-J, F-inset) o ndcleo é esférico, com
padrdo de compactacdo da cromatina heterogéneo em flocos grossos. O nucleo é ligeiramente
excéntrico em relacdo ao eixo flagelar. Uma estreita faixa de citoplasma, desprovido de
organelas, envolve o nucleo. A depressao no nucleo, a fossa nuclear, é profunda de contorno
irregular ramificado. O centriolo proximal esté totalmente inserido e parte do centriolo distal,
também esta inserida na fossa nuclear. No complexo centriolar, o centriolo proximal é
anterior e obliquo formando angulo agudo em relacdo ao centriolo distal (Fig.15: F, F-inset).
Material elétron denso envolve os centriolos que estdo conectados entre si, ao envoltério
nuclear e a membrana plasmatica por fibrilas de ancoragem. A peca intermediaria é
ligeiramente assimétrica, média em comprimento e em largura. Nao possui sistema vesicular.
As mitocondrias, esféricas, ocupam a porcao inicial da peca intermediaria distribuidas em
duas camadas, ao redor do centriolo distal e da regido inicial do flagelo, do qual estéo
separadas pelo canal citoplasmatico. A porcao posterior da peca intermediéria € formada por
uma estreita projecdo citoplasmética, que acompanha o canal, a bainha citoplasmatica (Fig.
15: G-I). Possui um flagelo, com axonema de arranjo classico de 9+2 microtubulos e duas
projecdes laterais ou alhetas na membrana flagelar. As alhetas flagelares tem o inicio de sua
formacgéo abaixo da peca intermediaria, fora do canal citoplasmatico. Em lados opostos do
flagelo (Fig. 15: J).

Tribo Geophagini

Espermiogénese

Gymnogeophagus rhabdotus, Biotodoma cupido, Geophagus brasliensis e Geophagus
proximus

Nas espermatides iniciais @& rhabdotus, B. cupido, G. brasilieng$. proximuso ndcleo

€ esférico com cromatina descondensada. O complexo centriolar estd posicionado
lateralmente ao nucleo. O desenvolvimento do flagelo ocorre lateralmente ao nucleo a partir
do centriolo distal, que se diferencia em corpusculo basal. Ao longo da espermiogénese o

nacleo sofre uma rotacdo em relacdo ao eixo flagelar, conseqientemente o complexo
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centriolar e o flagelo assumem uma posigéo ligeiramente excéntrica em relacdo ao nucleo.
Acompanhando a rotacdo nuclear, na regido do nucleo voltada para o complexo centriolar
forma-se uma depressao, a fossa nuclear. A fossa nuclear é profunda de contorno irregular e
ramificado, e passa a abrigar o centriolo proximal e parte do distal. No nucleo a compactacéo
da cromatina ocorre de forma progressiva e com padrao de distribuicdo heterogéneo em flocos
grossos. O complexo centriolar migra em direcdo ao nucleo, arrastando o flagelo e a
membrana plasmatica, que se invagina. Assim, se forma o canal citoplasmatico, um espaco
entre a membrana flagelar e a membrana plasmatica. A massa citoplasmatica se desloca em
direcdo ao eixo flagelar, formando a peca intermediaria. Na peca intermediéria estdo as
mitocondrias e vesiculas (Fig. 12: D-F).
Ultraestrutura dos Espermatozoéides
Gymnogeophagus rhabdotus, Biotodoma cupido, Geophagus brasiliensis e Geophagus
proximus

Nos espermatozoides & rhabdotugFig. 16: A-F, A-inset)B. cupido(Fig. 16: G-J,
G-inset) G. brasiliensigFig. 13: K-N, L-inset) &. proximugFig. 16: O-T, P-inset) o nucleo
€ esferico, com padrdo de compactacdo da cromatina heterogéneo em flocos grossos. O
ndacleo € ligeiramente excéntrico em relacdo ao eixo flagelar. Uma estreita faixa de
citoplasma, desprovido de organelas, envolve o nucleo. A depressdo no nucleo, a fossa
nuclear, é de contorno irregular e ramificado e profunda. O centriolo proximal esta totalmente
inserido e parte do centriolo distal, também esta inserida na fossa nuclear. No complexo
centriolar, o centriolo proximal € anterior e perpendicular em relagdo ao centriolo distal (Fig.
16: A, G, K-L, O-P, A-inset, G-inset, L-inset, P-inset). Material elétron denso envolve os
centriolos que estdo conectados entre si, ao envoltério nuclear e & membrana plasmatica por
fibrilas de ancoragem. A peca intermediaria € ligeiramente assimétrica e média em largura.
No comprimento a peca intermediaria € médiaBeraupido, G. rhabdotus G. brasiliensis
ja emG. proximusa pec¢a € longa. Possuem sistema vesicular composto por poucas vesiculas
gue se conectam e@. brasiliensise G. proximus mas ndo ha conexao entre vesiculaBem
cupido eG. rhabdotus As vesiculas estdo distribuidas perifericamente na peca intermediaria
nas quatro espécies. As mitocondrias, esféricas, ocupam a porcao inicial da peca intermediaria
distribuidas em camadas, exceto @nproximusque estao distribuidas aleatoriamente na
peca intermediaria. EM. cupido eG. brasiliensisestdo distribuidas em duas camadas, e em
trés camadas pai@. rhabdotus Distribuidas ao redor do centriolo distal as mitocondrias

estdo separadas da regiao inicial do flagelo pelo canal citoplasmatico. A porcéo posterior da

26



peca intermediaria € formada por uma estreita projecdo citoplasmética, que acompanha o
canal, a bainha citoplasmatica (Fig. 16: B-E, H-J, M-N, Q-S). Possuem um flagelo, com

axonema de arranjo classico de 9+2 microtubulos e duas projecdes laterais ou alhetas na
membrana flagelar. As alhetas flagelares tem o inicio de sua formacdo abaixo da peca

intermediaria, fora do canal citoplasmatico. Em lados opostos do flagelo (Fig. 16: F, J, L, T).

Espermiogénese
Apistogramma commbrae

Nas espermatides iniciais d& commbraeo nucleo é esférico com cromatina
descondensada e o complexo centriolar estd posicionado lateralmente ao nucleo. O
desenvolvimento do flagelo ocorre lateralmente ao nucleo a partir do centriolo distal, que se
diferencia em corpusculo basal. Ao longo da espermiogénese o ndcleo sofre uma rotacdo em
relacéo ao eixo flagelar, consequentemente o complexo centriolar e o flagelo assumem uma
posicao ligeiramente excéntrica em relacdo ao nucleo. Na regido do nucleo voltada para o
complexo centriolar forma-se uma depressao, a fossa nucleaA. Eommbraea fossa
nuclear € de concavidade Unica, contorno regular e profundidade moderada, e passa a abrigar
o centriolo proximal e parte do distal. No nlucleo a compactacéo da cromatina ocorre de forma
progressiva e com padréo de distribuicdo heterogéneo em flocos finos. O complexo centriolar
ndo migra em direcdo ao nucleo e o canal citoplasmatico surge devido ao deslocamento da
massa citoplasmatica em direcdo ao eixo flagelar, formando a peca intermediaria. Na peca
intermediaria estdo as mitocondrias e vesiculas (Fig. 12: G-I).
Ultraestrutura dos Espermatozéides
Apistogramma commbrae

Nos espermatozoéides de commbradFig. 17: K-P) o nucleo é esférico, com padrao
de compactacdo da cromatina heterogéneo em flocos finos. O nucleo é ligeiramente
excéntrico em relagdo ao eixo flagelar. Uma estreita faixa de citoplasma, desprovido de
organelas, envolve o ndcleo. A depressao no nucleo, a fossa nuclear, € de concavidade Unica,
de contorno regular e de profundidade moderada. O centriolo proximal estad totalmente
inserido e parte do centriolo distal, também esta inserida na fossa nuclear. No complexo
centriolar, o centriolo proximal é anterior e perpendicular em relacdo ao centriolo distal (Fig.
17: K). Material elétron denso envolve os centriolos que estdo conectados entre si, ao
envoltorio nuclear e a membrana plasmatica por fibrilas de ancoragem. A peca intermediaria é

ligeiramente assimétrica, média em comprimento e em largura. Possui sistema vesicular
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composto por poucas vesiculas que ndo se conectam e estdo distribuidas aleatoriamente né
peca intermediéria. As mitocondrias, alongadas, estdo distribuidas em duas camadas na peca
intermediaria, ao redor do centriolo distal e da regido inicial do flagelo do qual estdo
separadas pelo canal citoplasmatico. Ndo possui bainha citoplasmatica (Fig. 17: L-P). Possui
um flagelo, com axonema de arranjo classico de 9+2 microtubulos e duas projecdes laterais
ou alhetas na membrana flagelar. As alhetas flagelares tem o inicio de sua formacao abaixo da

peca intermediaria, fora do canal citoplasmatico. Em lados opostos do flagelo (Fig. 17: P).

Ultraestrutura dos Espermatozéides
Satanoperca pappaterra

Nos espermatozoides & pappaterra(Fig. 18: A-E, A-inset) o ndcleo é esférico,
com padrédo de compactacao da cromatina homogéneo. O nucleo é ligeiramente excéntrico em
relacédo ao eixo flagelar. Uma estreita faixa de citoplasma, desprovido de organelas, envolve o
nacleo. A depressdo no nudcleo, a fossa nuclear, é de contorno irregular e ramificado e
profunda. O centriolo proximal esta totalmente inserido e parte do centriolo distal, também
esta inserida na fossa nuclear. No complexo centriolar, o centriolo proximal € anterior e
perpendicular em relagcdo ao centriolo distal (Fig. 18: A, A-inset). Material elétron denso
envolve os centriolos que estdo conectados entre si, ao envoltério nuclear e a membrana
plasmatica por fibrilas de ancoragem. A peca intermediaria é ligeiramente assimétrica, média
em comprimento e larga. Possui sistema vesicular composto por poucas vesiculas que nao se
conectam e estdo distribuidas aleatoriamente na peca intermediaria. As mitocondrias,
esféricas, estdo distribuidas aleatoriamente pela peca intermediaria, ao redor do centriolo
distal e da regido inicial do flagelo, do qual estdo separadas pelo canal citoplasmatico. Nao
possui bainha citoplasmatica (Fig. 18: B-E). Possui um flagelo, com axonema de arranjo
classico de 9+2 microtubulos e duas projecdes laterais ou alhetas na membrana flagelar. As
alhetas flagelares tem o inicio de sua formacgéo abaixo da peca intermediaria, fora do canal

citoplasmatico. Em lados opostos do flagelo (Fig. 18: E).

Espermiogénese
Crenicichla lepidota

Nas espermatides iniciais d€. lepidota o nucleo é esférico com cromatina
descondensada e o complexo centriolar, com o centriolo proximal anterior e perpendicular ao

distal, esta posicionado lateralmente ao nucleo. O desenvolvimento do flagelo ocorre
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lateralmente ao nucleo a partir do centriolo distal, que se diferencia em corpusculo basal. Ao
longo da espermiogénese o nucleo sofre uma rotacdo em relacdo ao eixo flagelar,
consequentemente o complexo centriolar e o flagelo assumem uma posicéo ligeiramente
excéntrica em relacdo ao nucleo. Na regido do nucleo voltada para o complexo centriolar
forma-se uma depressao, a fossa nuclear.CErfepidota a fossa nuclear é profunda, de
contorno irregular e ramificado, e passa a abrigar o centriolo proximal e parte do distal. No
nacleo a compactacdo da cromatina ocorre de forma progressiva e homogénea. O complexo
centriolar ndo migra em direcdo ao nucleo e o canal citoplasmatico surge devido ao
deslocamento da massa citoplasmatica em direcdo ao eixo flagelar, formando a peca
intermediaria. Na pecga intermediaria estdo as mitocondrias e vesiculas.
Ultraestrutura dos Espermatozoéides
Crenicichla lepidota

Nos espermatozéides @& lepidota (Fig. 18: F-J, F-inset) o nucleo é esférico, com
padrdo de compactacdo da cromatina homogéneo. O nucleo é excéntrico em relacdo ao eixo
flagelar. Uma estreita faixa de citoplasma, desprovido de organelas, envolve o nucleo. A
depressdo no nucleo, a fossa nuclear, é de contorno irregular ramificado e profunda. O
centriolo proximal esta totalmente inserido e parte do centriolo distal, também esta inserida na
fossa nuclear. No complexo centriolar, o centriolo proximal é anterior e perpendicular em
relacdo ao centriolo distal (Fig. 18: F-G, F-inset). Material elétron denso envolve os centriolos
gque estdo conectados entre si, ao envoltorio nuclear e a membrana plasmatica por fibrilas de
ancoragem. A peca intermediaria € assimétrica, média em comprimento e em largura. Possui
sistema vesicular composto por poucas vesiculas que ndo se conectam e estdo localizadas n:
regido periférica da peca intermediaria. As mitocondrias, alongadas, estdo distribuidas
aleatoriamente pela peca intermediaria, ao redor do centriolo distal e da regido inicial do
flagelo, do qual estdo separadas pelo canal citoplasmatico. Nao possui bainha citoplasmatica
(Fig. 18: H-J). Possui um flagelo, com axonema de arranjo classico de 9+2 microtubulos e
duas projec0Oes laterais ou alhetas na membrana flagelar. As alhetas flagelares tem o inicio de
sua formacao abaixo da peca intermediaria, fora do canal citoplasmatico. Em lados opostos do
flagelo (Fig. 18: J).
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Tribo Heroini
Espermiogénese
Australoheros sp.
Nas espermatides iniciais dAustraloheros sp. o nucleo é esférico com cromatina
descondensada. O complexo centriolar esta posicionado lateralmente ao nucleo. O
desenvolvimento do flagelo ocorre lateralmente ao nucleo a partir do centriolo distal, que se
diferencia em corpusculo basal. Ao longo da espermiogénese o nucleo sofre uma rotacédo em
relacdo ao eixo flagelar, consequientemente o complexo centriolar e o flagelo assumem uma
posicdo ligeiramente excéntrica em relagdo ao nucleo. Acompanhando a rotagdo nuclear, na
regido do nucleo voltada para o complexo centriolar forma-se uma depressao, a fossa nuclear.
A fossa nuclear é profunda e de contorno irregular e ramificado, e passa a abrigar o centriolo
proximal e parte do distal. No ndcleo a condensacdo da cromatina ocorre de forma
progressiva e com padrdo de distribuicdo heterogéneo em flocos grossos. O canal
citoplasmatico se forma. A massa citoplasmética se desloca em direcdo ao eixo flagelar,
formando a peca intermediaria. Na peca intermediaria estdo as mitocondrias e vesiculas.
Ultraestrutura dos Espermatozoéides
Australoheros sp.

Nos espermatozoides deistraloherossp. (Fig. 17: A-E, A-inset) o nucleo é esférico,
com padrdo de compactacdo da cromatina heterogéneo em flocos finos. O nudcleo é
ligeiramente excéntrico em relacdo ao eixo flagelar. Uma estreita faixa de citoplasma,
desprovido de organelas, envolve o nucleo. A depressdo no nudcleo, a fossa nuclear, € de
contorno irregular ramificado e profunda. O centriolo proximal est4 totalmente inserido e
parte do centriolo distal, também esta inserida na fossa nuclear. No complexo centriolar, o
centriolo proximal € anterior e perpendicular em relacdo ao centriolo distal (Fig. 17: A-C, A-
inset). Material elétron denso envolve o0s centriolos que estdo conectados entre si, ao
envoltério nuclear e a membrana plasmatica por fibrilas de ancoragem. A peca intermediaria €
ligeiramente assimétrica, € média em comprimento e em largura. Possui sistema vesicular
composto por poucas vesiculas que ndo se conectam e estdo distribuidas aleatoriamente ne
peca intermediaria. As mitocondrias, esféricas, ocupam a porcéo inicial da peca intermediaria
distribuidas em duas camadas, ao redor do centriolo distal e da regido inicial do flagelo do
qual estdo separadas pelo canal citoplasmatico. A porcao posterior da peca intermediaria €
formada por uma estreita projecdo citoplasmatica, que acompanha o canal, a bainha

citoplasmatica (Fig. 17: D-E). Possui um flagelo, com axonema de arranjo classico de 9+2
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microtUbulos e duas projecdes laterais ou alhetas na membrana flagelar. As alhetas flagelares
tem o inicio de sua formacéo abaixo da peca intermediéria, fora do canal citoplasmatico. Em

lados opostos do flagelo (Fig. 17: E)

Espermiogénese
Mesonauta festivus

Nas espermatides iniciais del. festivus 0 nucleo é esférico com cromatina
descondensada e o complexo centriolar estd posicionado lateralmente ao nucleo. O
desenvolvimento do flagelo ocorre lateralmente ao nucleo a partir do centriolo distal, que se
diferencia em corpusculo basal. Ao longo da espermiogénese o0 nucleo sofre uma rotacdo em
relacdo ao eixo flagelar, consequientemente o complexo centriolar e o flagelo assumem uma
posicdo ligeiramente excéntrica em relacdo ao nucleo. Na regido do nucleo voltada para o
complexo centriolar forma-se uma depresséo, a fossa nuclear. Em M. f&eétisss nuclear é
de concavidade Unica, de contorno regular e profundidade moderada, e passa a abrigar o
centriolo proximal e parte do distal. No nucleo a condensacéao da cromatina ocorre de forma
progressiva e com padréo de distribuicdo heterogéneo em flocos finos. O complexo centriolar
ndo migra em direcdo ao nucleo e o canal citoplasmatico surge devido ao deslocamento da
massa citoplasmatica em dire¢cdo ao eixo flagelar, formando a peca intermediaria. Na peca
intermediéria estdo as mitocéndrias e vesiculas.
Ultraestrutura dos Espermatozoéides
Mesonauta festivus

Nos espermatozéides d& festivug(Fig. 17: F-J) o nlcleo é esférico, com padrdo de
compactacdo da cromatina heterogéneo em flocos finos. O nucleo € ligeiramente excéntrico
em relacdo ao eixo flagelar. Uma estreita faixa de citoplasma, desprovido de organelas,
envolve o nucleo. A depressdo no nucleo, a fossa nuclear, € de concavidade Unica, de
contorno regular e profundidade modera@acentriolo proximal esta totalmente inserido e
parte do centriolo distal, também esta inserida na fossa nuclear. No complexo centriolar, o
centriolo proximal é anterior e perpendicular em relacdo ao centriolo distal (Fig. 17: F).
Material elétron denso envolve os centriolos que estdo conectados entre si, ao envoltorio
nuclear e a membrana plasmatica por fibrilas de ancoragem. A peca intermediaria é
ligeiramente assimétrica, média em comprimento e em largura. Possui sistema vesicular
composto por poucas vesiculas que ndo se conectam e estdo distribuidas na regiao periférica

da peca intermediaria. As mitocondrias, alongadas, estdo distribuidas aleatoriamente na peca
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intermediaria, ao redor do centriolo distal e da regido inicial do flagelo do qual estdo
separadas pelo canal citoplasmatico. Ndo possui bainha citoplasmatica (Fig. 17: G-1). Possui
um flagelo, com axonema de arranjo classico de 9+2 microtubulos e duas projecfes laterais
ou alhetas na membrana flagelar. As alhetas flagelares tem o inicio de sua formacé&o abaixo da

peca intermediaria, fora do canal citoplasmético. Em lados opostos do flagelo (Fig. 17: J).

Espermiogénese
Amphilophus citrinellus, Hypselecara temporalis e Amatitlania nigrofasciatus

Nas espermétides iniciais d¢ temporalis A. nigrofasciatuse A. citrinellus e o
nacleo é esférico com cromatina descondensada e com o complexo centriolar posicionado
lateralmente ao nucleo. O desenvolvimento do flagelo ocorre lateralmente ao nucleo a partir
do centriolo distal, que se diferencia em corpusculo basal. Ao longo da espermiogénese o
nucleo sofre rotacdo em relagédo ao eixo flagelar, consequientemente o complexo centriolar e o
flagelo assumem a posi¢cdo medial em relacdo ao nucleo. A massa citoplasmética se desloca
em direcdo ao complexo centriolar. Na regido do nucleo voltada para o complexo centriolar
forma-se uma depresséao, a fossa nuclear. A fossa nuclear é de concavidade Unica, contorno
regular, rasa e abriga apenas a parte anterior do centriolo proximal. No nucleo a compactacao
da cromatina ocorre de forma progressiva e homogénea. A massa citoplasmatica se desloca
em direcdo ao eixo flagelar, formando a peca intermediaria e o canal citoplasmatico ndo se
forma. Na peca intermediaria estdo as mitocondrias e vesiculas (Fig. 13: A-C).
Ultraestrutura dos Espermatozoéides
Amphilophus citrinellus, Hypselecara temporalis e Amatitlania nigrofasciatus

Nos espermatozoides de citrinellus(Fig. 19: A-G),H. temporalis(Fig. 19: H-L, H-
inset) eA. nigrofasciatugFig. 19: S-Z)o nucleo é esférico, com padrao de compactacao da
cromatina homogéneo. O nucleo € ligeiramente excéntrico em relacdo ao eixo flagelar. Uma
estreita faixa de citoplasma, desprovido de organelas, envolve o nucleo. A depressédo no
nucleo, a fossa nuclear, é de concavidade Unica, de contorno regular e Fagaraporalise
A. citrinellus e emA. nigrofasciatusa fossa e de profundidade moderada. Apenas parte do
centriolo proximal esta inserida e o centriolo distal esta totalmente fora da fossa nuclear em
H. temporalise A. citrinellus e emA. nigrofasciatussomente o centriolo proximal esta
inserido. No complexo centriolar, o centriolo proximal € anterior e perpendicular em relacéo
ao centriolo distal (Fig. 19: A-B, H, S-T, H-inset). Material elétron denso envolve os

centriolos que estdo conectados entre si, ao envoltorio nuclear e & membrana plasmatica por
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fibrilas de ancoragem. A peca intermediéria é ligeiramente assimétrica, curta e média em
largura. Possui sistema vesicular composto por poucas vesiculas que ndo se conectam e estac
distribuidas aleatoriamente na peca intermediaria. As mitocondrias, esféricas, estédo
distribuidas em uma camada na peca intermediaria, ao redor do centriolo distal. Ndo possuem
canal citoplasmético e nem bainha citoplasmética (Fig. 19: C-F, I-K, U-X). Possui um flagelo,
com axonema de arranjo classico de 9+2 microtubulos e duas projecdes laterais ou alhetas na
membrana flagelar. As alhetas flagelares tem o inicio de sua formacdo abaixo da peca

intermediaria. Em lados opostos do flagelo (Fig. 19: G, L, 2).

Tribo Astronotini
Espermiogénese
Astronotus ocellatus

Nas espermatides iniciais d&. ocellatus o nucleo é esférico com cromatina
descondensada e com o complexo centriolar posicionado medialmente ao nucleo. O
desenvolvimento do flagelo ocorre medialmente ao nucleo a partir do centriolo distal, que se
diferencia em corpusculo basal. Ao longo da espermiogénese o nucleo nao sofre rotacdo em
relacdo ao eixo flagelar, consequentemente o complexo centriolar e o flagelo continuam na
posi¢cdo medial em relagdo ao nucleo. A massa citoplasmatica e o nucleo deslizam em dire¢do
ao complexo centriolar. Na regido do nucleo voltada para o complexo centriolar forma-se uma
depresséao, a fossa nuclear. Bmocellatusa fossa nuclear € de concavidade Unica, de
contorno regular, rasa e abriga apenas a parte anterior do centriolo proximal. No nucleo a
condensagao da cromatina ocorre de forma progressiva e homogénea. Embora, a massa
citoplasmatica se desloque em diregcdo ao eixo flagelar, formando a peca intermediaria, o
canal citoplasmatico ndo se forma. Na peca intermediaria estdo as mitocondrias e vesiculas
(Fig. 13: G-I).
Ultraestrutura dos Espermatozéides
Astronotus ocellatus

Nos espermatozoides de ocellatus(Fig. 19: M-R, M-inset, N-inset) o nucleo é
esférico, com padrdo de compactacdo da cromatina homogéneo. O nucleo é ligeiramente
excéntrico em relagdo ao eixo flagelar. Uma estreita faixa de citoplasma, desprovido de
organelas, envolve o ndcleo. A depressao no nucleo, a fossa nuclear, € de concavidade Unica,
de contorno regular e rasa. Apenas parte do centriolo proximal esta inserida e o centriolo

distal esta totalmente fora da fossa nuclear. No complexo centriolar, o centriolo proximal é
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anterior e obliquo em angulo obtuso em relagéo ao centriolo distal (Fig. 19: M-N, M-inset, N-
inset). Material elétron denso envolve os centriolos que estdo conectados entre si, ao
envoltorio nuclear e a membrana plasmatica por fibrilas de ancoragem. A peca intermediaria é
ligeiramente assimétrica, curta e média em largura. Possui sistema vesicular composto por
poucas vesiculas que ndo se conectam e estdo distribuidas aleatoriamente na peca
intermediaria. As mitocdndrias, esféricas, estdo distribuidas em uma camada na peca
intermediaria, ao redor do centriolo distal. Ndo possui canal citoplasmatico e nem bainha
citoplasmatica (Fig. 19: O-Q). Possui um flagelo, com axonema de arranjo classico de 9+2
microtubulos e duas projecOes laterais ou alhetas na membrana flagelar. Sistema
multivesicular pode ser observado nas alhetas. As alhetas flagelares tem o inicio de sua

formacéao abaixo da peca intermediaria. Em lados opostos do flagelo (Fig. 19: R).

Tribo Cichlasomatini
Espermiogénese
Andinoacara rivulatus, Cichlasoma potalegrense e Aequidens tetramerus

Nas espermatides iniciais de rivulatus C. potalegrense A. tetrameruso nucleo é
esférico com cromatina descondensada e o complexo centriolar, com o centriolo proximal
lateral e paralelo ao distal, esta posicionado medialmente ao nucleo. Os dois centriolos se
diferenciam em corpusculo basal, dando origem a dois flagelos. Ao longo da espermiogénese
0 nucleo ndo sofre rotacdo em relacdo ao eixo flagelar, consequentemente o complexo
centriolar e o flagelo assumem uma posicdo medial em relacdo ao nucleo. Na regidao do
ndcleo voltada para o complexo centriolar forma-se uma depressao, a fossa nucl&ar. Em
tetramerus, A. rivulatug C. potalegrense fossa nuclear é rasa, de contorno regular e de
concavidade dupla. No nucleo a condensacdo da cromatina ocorre de forma progressiva e
homogénea. EnA\. tetrameruse C. potalegrenseo ndcleo se alonga e eA rivulatus o
ndcleo se mantém esférico. O complexo centriolar ndo migra em dire¢cdo ao ndcleo e o canal
citoplasmatico surge devido ao deslocamento da massa citoplasmatica em diregcdo ao eixo
flagelar, formando a peca intermediaria. Na peca intermediaria estdo as mitocondrias e
vesiculas.
Ultraestrutura dos Espermatozéides
Andinoacara rivulatus, Cichlasoma portalegrense e Aequidens tetramerus

Nos espermatozoides @ portalegrenséFig. 20: F-J) €A. tetrameruqFig. 20: K-

0O), o nucleo é alongado, e e rivulatus(Fig. 20: A-E)o nucleo é esférico. O padréo de
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compactacdo da cromatina € homogéneo. O nucleo é medial em relacdo ao eixo flagelar. Uma
estreita faixa de citoplasma, desprovido de organelas, envolve o nucleo. A depressédo no
nacleo, a fossa nuclear, é de contorno regular, de concavidade dupla e rasa. A fossa abriga
apenas a parte anterior de cada um dos centriolos, dispostos paralelamente um em relacéo ac
outro emA. tetrameruse emA. rivulatus Em C. portalegrenseembora a fossa regular de
concavidade dupla se forme os centriolos, também dispostos paralelamente, ndo estéo
inseridos nela (Fig. 20: A-D, F-G, K). Material elétron denso envolve os centriolos que estao
conectados ao envoltério nuclear e & membrana plasmatica por fibrilas de ancoragem. A peca
intermediaria é simétrica, média em comprimento e média em largura (menor que a largura do
nacleo) emA. tetrameruse C. portalegrense curta e larga (maior que o diametro do nucleo)

em A. rivulatus N&o possuem sistema vesicular. As mitocondrias, alongadas, estéo
distribuidas aleatoriamente na peca intermediariafentetrameruse C. portalegrense
Distribuidas ao redor dos centriolos paralelos e da regido inicial do flagelo do qual estdo
separadas pelo canal citoplasmaticofAntetrameruse C. portalegrenseEm A. rivulatusas
mitocondrias estdo distribuidas em uma camada, apenas ao redor dos centriolos paralelos,
uma vez que nao possui o canal citoplasmatico. Nao possuem bainha citoplasmatica (Fig. 20:
E, H-I, L-N). Possuem dois flagelos, com axonemas de arranjo classico de 9+2 microtubulos e
duas projecoes laterais ou alhetas na membrana flagelar de cada um. As alhetas flagelares tem
o inicio de sua formacdo no interior da peca intermediaria, no canal citoplasmat&o em
tetrameruse C. portalegrensee emA. rivulatus abaixo da peca intermediaria. Em lados

opostos dos flagelos (Fig. 20: E, J, O).

35



Tabela 1: Matriz de caracteres utilizada na analise filogenética.

Espermatozéide
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

21 22 23 24 25 26

4 5 6 7 8 9 10

2
2

00 111

00 1 11

—“H0O

oo

OCoo

2
2
2

00 111
00 111
00 1 11

2
2
2
2
2
2
2
2

00 1 11
001 21

0

2 1

1

00 1 11

00 111

00 111

00 1 11

0

11

1

0
1
4
2
4
1
0

00 0100 1

100 O
001 O

01

11
11
01
0

001 O

001 O

100 O

1

00 0100 1

00 0 2 1 2
100 1
1 00 O

0
0

1
1

1
1

3

0
0

0
0
0

0
0

0
0
0
0

0

0
0

Testiculo | Espermiogénese

1

1

1

1

Cynotilapia afra

Melanochromis auratus
Maylandia greshakei

Sciaenochromis ahli
Cichla intermedia
Cichla kelberi

Retroculus lapidifer

Crenicichla lepidota
Biotodoma cupido

Gymnogeophagus rhabdotus

Geophagus brasiliensis

Geophagus proximus

Satanoperca pappaterra

Apistogramma commbrae

Astronotus ocellatus

Aequidens tetramerus

Cichlasoma portalegrense
Andinoacara rivulatus

Hypselecara temporalis
Mesonauta festivus
Australoheros sp.

Amatitlania nigrofasciatus

Amphilophus citrinellus
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Lista de caracteres utilizados na andlise filogenética
Um total de 27 caracteres foi utilizado na analise filogenética. A matriz de caracteres esta

representada na tabela 1.

TESTICULO

Carater 0- Compartimento luminal, preenchimento por secrecao de provavel origem protéica
produzida pela célula de Sertoli

(0) Presente

(1) Ausente

ESPERMIOGENESE

Carater 1- Complexo centriolar, posicéo inicial em relagéo ao nucleo
(0) Medial

(1) Lateral

Carater 2- Complexo centriolar inicialmente medial, migracdo do complexo centriolar em
direcédo ao nucleo

(0) Presente

(1) Ausente

Carater 3 - Canal citoplasmatico

(0) Presente

(1) Ausente

ESPERMATOZOIDE

Nucleo

Carater 4- Nacleo, forma
(0) Esférico
(1) Alongado (comprimento equivale a aproximadamente 1,5 vezes da largura)

Carater 5- Nucleo, cromatina, padrédo de distribuicdo

(0) Heterogénea (distribuida em intervalos irregulares que se apresentam como areas elétron-
lGcidas em microscopia eletrénica de transmisséo)

(1) Homogénea (igualitariamente distribuida por todo o nucleo de forma que ndo é
possivel detectar a presenca de areas elétron llcidas)
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Carater 6- Nucleo, cromatina, distribuicdo heterogénea, aspecto
(0) Flocos finos (pequenos granulos de cromatina, muito préximos uns aos outros assumindo

um padréo ligeiramente heterogéneo)

(1) Flocos grossos (granulos maiores de cromatina, distribuidos em intervalos maiores

assumindo um padrao fortemente heterogéneo)

Assinalado como nao informado para taxons com estado 1 no carater 5.

Carater 7- Nucleo, posicdo em relacéo ao eixo flagelar

(0) Medial

(1) Ligeiramente excéntrico

(2) Excéntrico

Carater 8- Nucleo, fossa nuclear, contorno do envoltorio nuclear

(0) Regular

(1) Irregular ramificada

Carater 9- Nucleo, fossa nuclear, contorno do envoltério nuclear regular, concavidade
(0) Unica

(1) Dupla

Assinalado como néo informado para tdxons com estado 1 no carater 8.

Carater 10- Nucleo, fossa nuclear, profundidade

(0) Rasa (profundidade equivale a aproximadamente 1/6 da largura do nucleo)

(1) Moderada (profundidade equivale a aproximadamente 1/3 da largura do nucleo)
(2) Profunda (profundidade equivale a aproximadamente 1/2 da largura do nucleo)

Complexo centriolar

Carater 11- Complexo centriolar, posicdo em relacdo a fossa nuclear

(0) Centriolo proximal totalmente inserido e apenas parte do centriolo distal inserido na fossa
nuclear

(1) Apenas parte do centriolo proximal inserido e o centriolo distal fora da fossa nuclear

(2) Nenhum dos centriolos inseridos na fossa nuclear

(3) Somente o centriolo proximal totalmente inserido na fossa e distal fora da fossa nuclear
(4) Apenas a parte anterior de cada um dos centriolos paralelos inserido na fossa nuclear
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Carater 12- Complexo centriolar, posicéo relativa

(0) Centriolo proximal anterior e perpendicular em relagdo ao centriolo distal

(1) Centriolo proximal anterior e obliquo em angulo agudo em relagcéo ao centriolo distal
(2) Centriolo proximal anterior e obliquo em angulo obtuso em relacdo ao centriolo distal
(3) Centriolo proximal lateral e paralelo em relacéo ao centriolo distal

(4) Centriolo proximal lateral e perpendicular em relagédo ao distal

Peca intermediaria

Carater 13- Peca intermediéria, simetria da regido terminal no sentido do comprimento
(0) Simétrica

(1) Ligeiramente assimétrica

(2) Assimétrica

Carater 14- Peca intermediaria, canal citoplasmatico presente na espermiogénese

(0) Presente

(1) Ausente (neste caso a auséncia € decorrente da perda no final do processo)

Assinalado como nao informado para taxons com estado 1 no carater 3.

Carater 15- Peca intermediéria, bainha citoplasmética

(0) Ausente

(1) Presente

Carater16- Mitocondria, forma

(0) Esférica

(1) Alongada (comprimento duas vezes maior que a largura)

Carater 17- Mitocbndria, distribuicdo em relagéo a peca intermediaria, corte longitudinal
(0) Camadas

(1) Aleatdria

Caréter 18- Mitocondria, numero de camadas

(0) Uma

(1) Duas

(2) Trés

(3) Cinco

Assinalado como néo informado para tdxons com estado 1 no carater 17.
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Caréter 19- Sistema vesicular

(0) Presente

(1) Ausente

Carater 20- Sistema vesicular, conexdo entre vesiculas
(0) Presente

(1) Ausente

Assinalado como nao informado para taxons com estado 1 no carater 19.

Carater 21- Sistema vesicular, localizacdo em relacéo a peca intermediaria, corte transversal
(0) Aleatoria
(1) Periférica

Assinalado como nao informado para taxons com estado 1 no carater 19.

Carater 22- Sistema vesicular, quantidade, corte transversal
(0) Muitas (acima de dez)
(1) Poucas (dificilmente encontradas)

Flagelo
Carater 23- Flagelo, quantidade

(0) Um

(1) Dois

Carater 24- Flagelo, sistema multivesicular

(0) Ausente

(1) Presente

Carater 25- Flagelo, membrana flagelar, alhetas

(0) Presente

(1) Ausente

Carater 26- Flagelo, membrana flagelar, alhetas, inicio
(0) No interior da peca intermediaria (no canal citoplasmatico)
(1) Abaixo da peca intermediaria

Assinalado como nao informado para taxons com estado 1 no carater 25.

40



Lista de Sinapomorfias Comuns para 12 arvores (Namero dos NoOs se Referem aos Nés

do Consenso Estrito de Nelsen)

Cynotilapia afra:
Todas as arvores:

Sem autapomorfias:

Melanochromis auratus:
Todas as arvores:

Sem autapomorfias:

Maylandia greshakei:
Todas as arvores:
Char. 11 Complexo centriolar, posicdo em relacao a fossa nuclear: (0 > 3).

Sciaenochromis ahli:
Algumas arvores:

Char. 19. Sistema vesicular: (0 > 1).

Cichlaintermedia:
Algumas arvores:

Char. 18. Mitocbndria, numero de camadas: (1 > 2).

Cichla kelberi:
Todas as arvores:

Sem autapomorfias:

Retroculus lapidifer:

Todas as arvores:

Char. 7. Nucleo, posicdo em relacdo ao eixo flagelar: (1 > 2).
Algumas arvores:

Char. 12. Complexo centriolar, posicao relativa: (1 > 4).
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Crenicichla lepidota:

Todas as arvores:

Char. 7. Nucleo, posicdo em relacdo ao eixo flagelar: (1 > 2).

Char. 13. Peca intermediaria, simetria da regido terminal no sentido do comprimento: (1 > 2).
Char. 16. Mitocondria, forma: (0 > 1).

Char. 21. Sistema vesicular, localizacdo em relagdo a peca intermediaria, corte transversal:
(0>1).

Biotodoma cupido:
Todas as arvores:

Sem autapomorfias:

Gymnogeophagus rhabdotus:
Algumas arvores:

Char. 18. Mitocondria, nimero de camadas: (1 > 2).

Geophagus brasiliensis:
Todas as arvores:

Sem autapomorfias:

Geophagus proximus:

Todas as arvores:

Char. 17. Mitocbndria, distribuicdo em relacéo a peca intermediaria, corte longitudinal:
(0>1).

Satanoperca pappaterra:
Todas as arvores:

Sem autapomorfias:
Apistogramma commbr ae:

Todas as arvores:

Sem autapomorfias:
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Astronotus ocellatus:

Todas as arvores:

Char. 24. Flagelo, sistema multivesicular: (0 > 1).

Algumas arvores:

Char. 1. Complexo centriolar, posicao inicial em relagédo ao nucleo: (1 > 0).
Char. 3. Canal citoplasmatico: (0 > 1).

Char. 12. Complexo centriolar, posicao relativa: (0 > 2).

Aequidens tetramerus:
Todas as arvores:

Sem autapomorfias:

Cichlasoma portalegrense:
Todas as arvores:

Char. 11. Complexo centriolar, posicdo em relacdo a fossa nuclear: (4 > 2).

Andinoacara rivulatus:
Todas as arvores:

Sem autapomorfias:

Hypselecara temporalis:
Algumas arvores:

Char. 3. Canal citoplasmatico: (0 > 1).

Mesonauta festivus:

Todas as arvores:

Char. 17. Mitocbndria, distribuicdo em relacéo a peca intermediaria, corte longitudinal:
(0>1).

Char. 21. Sistema vesicular, localizacdo em relacdo a peca intermediaria, corte transversal:
(0>1).
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Australoheros sp.:
Todas as arvores:

Char. 7. Nucleo, posicdo em relacdo ao eixo flagelar: (1 > 2).

Amatitlania nigrofasciatus:
Algumas arvores:
Char. 10. Nucleo, fossa nuclear, profundidade: (0 > 1).

Char. 13. Peca intermediaria, simetria da regido terminal no sentido do comprimento: (1 > 0).

Amphilophus citrinéllus:
Todas as arvores:

Sem autapomorfias:

N6 24:
Todas as arvores:

Sem autapomorfias:

NO 25:

Todas as arvores:

Char. 0. Compartimento luminal, preenchimento por secrecdo de provavel origem protéica
produzida pela célula de Sertoli: (0 > 1).

Char. 25. Flagelo, membrana flagelar, alhetas: (1 > 0).

NO 26:

Todas as arvores:

Char. 17. Mitocbndria, distribuicdo em relacéo a peca intermediaria, corte longitudinal:
(0>1).

NO 27:

Todas as arvores:
Char. 15. Peca intermediaria, bainha citoplasmatica: 1 > 0).
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NO 28:

Todas as arvores:

Char. 6. Nucleo, cromatina, distribuicdo heterogénea, aspecto: (1 > 0).

Char. 21. Sistema vesicular, localizacdo em relacdo a peca intermediaria, corte transversal:
(1>0).

N6 29:
Todas as arvores:
Char. 12. Complexo centriolar, posicédo relativa: (1 > 0).

Char. 19. Sistema vesicular: (1 > 0).

N6 30:
Todas as arvores:
Char. 20. Sistema vesicular, conexao entre vesiculas: (1 > 0).

No 31:

Todas as arvores:

Char. 16. Mitocondria, forma: (0 > 1).
Algumas arvores:

Char. 10. Nucleo, fossa nuclear, profundidade: (2 > 1).

No 32:

Todas as arvores:

Char. 14. Peca intermediaria, canal citoplasmatico presente na espermiogénese: (0 > 1).
Algumas arvores:

Char. 10. Nucleo, fossa nuclear, profundidade: (2 > 0).

Char. 11. Complexo centriolar, posicao em relacao a fossa nuclear: (0 > 1).

Char. 18. Mitocondria, niumero de camadas: (1 > 0).

No 33:
Todas as arvores:
Char. 4. Nucleo, forma: (0 > 1).

Char. 14. Peca intermediaria, canal citoplasmatico presente na espermiogénese: (1 > 0).
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Char. 17. Mitocbndria, distribuicdo em relacéo a peca intermediaria, corte longitudinal:
(0>1).

Char. 26. Flagelo, membrana flagelar, alhetas, inicio: (1 > 0).

NO 34:

Todas as arvores:

Char. 7. Nucleo, posicdo em relacdo ao eixo flagelar: (1 > 0).

Char. 9. Nucleo, fossa nuclear, contorno do envoltério nuclear regular, concavidade: (0 > 1).
Char. 16. Mitocondria, forma: (0 > 1).

Char. 19. Sistema vesicular: (0 > 1).

Char. 23. Flagelo, quantidade: (0 > 1).

Algumas arvores:

Char. 1. Complexo centriolar, posicao inicial em relagdo ao nucleo: (1 > 0).
Char. 11. Complexo centriolar, posicao em relacao a fossa nuclear: (1 > 4).
Char. 12. Complexo centriolar, posicéao relativa: (0 > 3).

Char. 13. Peca intermediaria, simetria da regido terminal no sentido do comprimento: (1 > 0).
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Figura 12 — Espermiogénese &—C) Cichla kelberj (D-F) Gymnogeophagus rhabdotas

(G-1) Apistogramma commbraeSeccdes longitudinais de espermatides iniciais a finais.
Notar a compactacao progressiva da cromatina heterogénea em flocos @okstix(i e G.
brasiliensig e finos A. commbrag a posicao lateral do nucleo (n) em relacdo ao complexo
centriolar nas espermatides iniciais, a rotacdo do ndcleo em relacdo ao eixo flagelar e o
consequente posicionamento dos centriolos proximal (p) e distal (d) e do flagelo (f) em
posicdo ligeiramente excéntrica em relacdo ao nucleo ao longo da espermiogénese, a
formacdo do canal citoplasmatico (*) e da fossa nuclear (seta), as mitocondrias (m) e as

vesiculas (v).
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Figura 13 — Espermiogénese d@A—C) Amphilophus citrinellus (D-F) Hypselecara
temporalise (G-I) Astronotus ocellatusSecc¢des longitudinais de espermatides iniciais a
finais. Notar a compactacao progressiva da cromatina homogénea, a posicao lateral do nucleo
(n) em relacdo ao complexo centriolar nas espermatides inidaiitfinellus e H.
temporalig, a rotacdo do nucleo em relag@o ao eixo flagelar e 0 consequente posicionamento
dos centriolos proximal (p) e distal (d) e do flagelo (f) em posicdo medial em relacdo ao
ndcleo ao longo da espermiogénese, a ndo ocorréncia de rotacdo ecellatuse a
manutencdo do complexo centriolar em posicdo medial em relacdo ao nucleo, a formacao da
fossa nuclear (seta), a formacao do canal citoplasmatico em A. citriasliotocondrias (m)

e as vesiculas (v).
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Figura 14
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Figura 14 — Espermatozoéides q&—D) Cynotilapia afra,(E-I, E-inset) Sciaenochomis ahli

(J-N) Maylandia greshakee (O-S) Melanochromis auratus— A, E, F, J, O, P, E-inset.
Seccdes longitudinais de espermatozoéides. Notar o padrdo de compactacdo da cromatina
heterogéneo em flocos grossos; a posicao ligeiramente excéntrica do nucleo (n) em relagdo ao
eixo flagelar; a fossa nuclear (seta) de contorno irregular ramificado e profunda; o centriolo
proximal (p) e parte do centriolo distal (d) inseridos na fossa nu€leafr@, M. auratuse S.

ahli) e somente o centriolo proximal inserido na fossa nudiéagreshakej a disposicao do
centriolo proximal anterior e obliquo formando um angulo agudo em relacdo ao centriolo
distal, as mitocondrias (m) dispostas em camadas na porc¢ao inicial da peca intermediaria, o
canal citoplasmético (*), a bainha citoplasmatica (cs), o flagelo (f), a secrecae-(Bel,

G-H, K-M, Q-S. Seccbes transversais da base do nucleo e em diferentes niveis da peca
intermediéria. Notar a posicéo ligeiramente excéntrica do centriolo (c), o formato esférico das
mitocondrias (m), o canal citoplasmatico (*), 0 axonema+{a)D, I, N. Notar o flagelo com

um classico axonema (a), o canal citoplasmatico (*) e a bainha citoplasmatica (cs).
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Figura 15
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Figura 15 — Espermatozoides ¢a-E, A-inset) Retroculus lapidifere (F-J, F-inset)Cichla

kelberi — A, F, A-inset, F-inset.Seccdes longitudinais de espermatozéides. Notar o padréo

de compactacdo da cromatina heterogéneo em flocos grossos; a posi¢cao excéntrica do nucleo
(n) em relacao ao eixo flagelar em R. lapidddigeiramente excéntrica em C. kelbarfossa

nuclear (seta) de contorno irregular ramificado e profunda; o centriolo proximal (p) e parte do
centriolo distal (d) inseridos na fossa nuclear, a disposi¢cdo do centriolo proximal lateral e
perpendicular em relagéo ao centriolo distalRerfapidifere do centriolo proximal anterior e
obliquo formando angulo agudo em relagdo ao distalCerkelberj as mitocéndrias (m)
dispostas em camadas na porcéo inicial da peca intermediaria, o canal citoplasmatico (*), a
bainha citoplasmatica (cs), o flagelo (- B-D, G-I. Secgdes transversais da base do nucleo

e em diferentes niveis da peca intermediaria. Notar a posi¢cao excéntrica do centriolo (c) em R.
lapidifer e ligeiramente excéntrica e@ kelberj o formato esférico das mitocéndrias (m), o

canal citoplasmatico (*), o axonema (a)— B, E, J. Notar o flagelo com um classico
axonema (a), as alhetas flagelares (cabeca de seta), o canal citoplasmatico (*) e a bainha
citoplasmatica (cs).
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Figura 16

55



Figura 16 — Espermatozoéides déA—F, A-inset) Gymnogeophagus rhabdotu€G—J, G-

inset) Biotodoma cupido,(K-N, L-inset) Geophagus brasiliensiee (O-T, P-inset)
Geophagus proximus— A, G, K-L, O-P, A-inset, G-inset, L-inset, P-inset.Seccdes
longitudinais de espermatozéides. Notar o padrdo de compactacdo da cromatina heterogéneo
em flocos grossos; a posicao ligeiramente excéntrica do nucleo (n) em relacdo ao eixo
flagelar; a fossa nuclear (seta) de contorno irregular ramificado e profunda; o centriolo
proximal (p) e parte do centriolo distal (d) inseridos na fossa nuclear, a disposicdo do
centriolo proximal anterior e perpendicular em relagéo ao centriolo distal, as mitocéndrias (m)
dispostas em camadas na porcao inicial da peca interme@anbapdotusB. cupido €G.
brasiliensig e aleatoriamente G, proximu$, o canal citoplasmatico (*), a bainha
citoplasmatica (cs), o flagelo (5~ B-E, H-J, M-N, Q-S. Seccdes transversais da base do
nacleo e em diferentes niveis da peca intermediaria. Notar a posi¢édo ligeiramente excéntrica
do centriolo (c), o formato esférico das mitocéndrias (m), o canal citoplasmatico (*), o
axonema (a). — F, J, L, T. Notar o flagelo com um classico axonema (a), as alhetas
flagelares (cabeca de seta), o canal citoplasmatico (*) e a bainha citoplasmatica (cs).
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Figura 17
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Figura 17 —Espermatozoides dA—E, A-inset) Australoherossp.,(F—J) Mesonauta festivus

e (K-P) Apistogramma commbrae— A-C, F, K, A-inset. Secc¢bes longitudinais de
espermatozoides. Notar o padrédo de compactacao da cromatina heterogéneo em flocos finos; a
posicdo ligeiramente excéntrica do nucleo (n) em relagdo ao eixo flagelar; a fossa nuclear
(seta) de contorno irregular ramificado e profunlasfraloherossp.) e de contorno regular e
profundidade moderada( festivuse A. commbrag o centriolo proximal (p) e parte do
centriolo distal (d) inseridos na fossa nuclear, a disposi¢cdo do centriolo proximal anterior e
perpendicular em relacdo ao centriolo distal, as mitocdndrias (m) dispostas em camadas
(Australoherossp. eA. commbrag e aleatoriamenteM. festivu$ na peca intermediaria, o

canal citoplasmatico (*), a bainha citoplasmatica (cs)Aemstraloherossp., o flagelo (f)—

D-E, G-I, L-P. Seccdes transversais da base do ndcleo e em diferentes niveis da peca
intermediéria. Notar a posicdo ligeiramente excéntrica do centriolo (c), o formato esférico
(Australoherossp.) e alongadoM. festivuse A. commbrag das mitocondrias (m), o canal
citoplasmatico (*), o axonema (&~ E, J, P. Notar o flagelo com um classico axonema (a) e

as alhetas flagelares (cabeca de seta).
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Figura 18
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Figura 18 — Espermatozoides d&—E, A-inset) Satanoperca pappaterra @—-J, F-inset)
Crenicichla lepidota— A, F-G, A-inset, F-inset.Secc¢des longitudinais de espermatozdides.
Notar o padrdo de compactacdo da cromatina homogéneo; a posicao ligeiramente excéntrica
do nucleo (n) em relagdo ao eixo flagelar 8mpappaterra e excéntrica et lepidota; a

fossa nuclear (seta) de contorno irregular ramificado e profunda; o centriolo proximal (p) e
parte do centriolo distal (d) inseridos na fossa nuclear, a disposi¢cdo do centriolo proximal
anterior e perpendicular em relacdo ao centriolo distal, as mitocondrias (m) dispostas
aleatoriamente na peca intermediaria, o canal citoplasmatico (*), o flagele B}D, H-I.

Seccdes transversais da base do nucleo e em diferentes niveis da peca intermediaria. Notar a
posicao ligeiramente excéntrica. (pappaterrpe excéntrica. lepidota) do centriolo (c), o
formato esférico §. pappaterra) e alongaddC( lepidota) das mitocéndrias (m), o canal
citoplasmatico (*), o axonema (&) E, J. Notar o flagelo com um classico axonema (a) e as
alhetas flagelares (cabeca de seta).
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Figura 19
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Figura 19—Espermatozoides d&—G) Amphilophus citrinellus(H-L, H-inset) Hypselecara
temporalis (M-R, M-inset, N-inset) Astronotus ocellatus (S-Z) Amatitlania nigrofasciatus

— A-B, H, M-N, S-T, H-inset, M-inset, N-inset.Secc¢fes longitudinais de espermatozoides.
Notar o padrao de compactagao da cromatina homogéneo, a posi¢cao ligeiramente excéntrica
do nucleo (n) em relacéo ao eixo flagelar, a fossa nuclear (seta) de contorno regulak.e rasa (
citrinellus, H. temporalie A. ocellatuy e de contorno regular e profundidade moderéda (
nigrofasciatu$, apenas parte do centriolo proximal (p) inserido na fossa nuclear e o centriolo
distal (d) fora A. citrinellus, H. temporali® A. ocellatuy e somente o centriolo proximal
totalmente inserido na fossa nucleAr figrofasciatuy a disposicdo do centriolo proximal
anterior e perpendicular em relacdo ao centriolo digtalcitrinellus, H. temporalise A.
nigrofasciatu$ e do centriolo proximal anterior e obliquo em angulo obtuso em relacdo ao
centriolo distal A. ocellatu$, as vesiculas (v), as mitocondrias (m) dispostas em camadas na
peca intermediaria, o flagelo (5~ C-F, I-K, O-Q, U-X. Seccbes transversais da base do
ndcleo e em diferentes niveis da peca intermediaria. Notar a posi¢édo ligeiramente excéntrica
do centriolo (c), o formato esférico das mitocéndrias (m), o axonema—(&), L, R, Z.

Notar o flagelo com um classico axonema (a) e as alhetas flagelares (cabeca de seta).
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Figura 20
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Figura 20 — Espermatozoides d€A-E) Andinoacara rivulatus (F-J) Cichlasoma
portalegrensee (K-O) Aequidens tetramerus— A-D, F-G, K. Secc¢des longitudinais de
espermatozoides. Notar o nlcleo alongadd®eetrameruse C. portalegrense esférico em

A. rivulatus o padrédo de compactacdo da cromatina homogéneo, a posi¢cdo medial do ndcleo
(n) em relacao ao eixo flagelar, a fossa nuclear (seta) de contorno regular e concavidade dupla
e rasa, a parte anterior de cada um dos centriolos inserida na fossa Autéteanjeruse A.
rivulatus) e os centriolos nédo inseridos na fossa nucl€arpfrtalegrensg a disposicéo
paralela dos centriolos, as mitocéndrias (m) dispostas em camAdasvylatug ou
aleatoriamente A. tetramerus e C. portalegrense na peca intermediaria, o canal
citoplasmatico (*), o flagelo duplo (f). — E, H-I, L-N. Secc¢des transversais da base do nucleo
e em diferentes niveis da peca intermediaria. Notar a posicdo medial dos centriolos (c), o
formato alongado das mitocéndrias (m), o canal citoplasmatico (*), 0 axonema &)J,

O. Notar o flagelo com um classico axonema (a) e as alhetas flagelares (cabeca de seta).
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DISCUSS A0



DiscussAo
Espermiogénese e Morfologia dos Espermatozoides

Estudos recentes tém mostrado que o processo de espermiogénese em peixes apesar d
conservado o € em diferentes niveis dependendo da historia evolutiva do grupo considerado.
Conforme Baicere-Silva e colaboradores (2011), seu conhecimento € crucial para o
entendimento da estrutura do espermatozoide e consequentes homologias. Os dados
disponiveis em Labroidei (Quagio-Grassio#ibal, 2003) mostram que a espermiogénese
nesse grupo de peixes € em sua maioria do tigers( Mattei, 1970). Nas espécies da
familia Cichlidae aqui analisadas o processo de diferenciacdo das esperméatides apresenta uma
ampla gama de variacbes em relacdo aos padrfes descritos e até entdo utilizados como
referencia nos estudos que envolvem a morfologia dos espermatozoides dos peixes teledsteos.
Estas variacbes resultam principalmente da alteracdo dos movimentos de algumas das
organelas espermaticas ao longo da diferenciacdo seja da espermiogénese dsetipo | (
Mattei, 1970) ou do tipo lligensu Quagio-Grassiotto & Oliveira, 2008). Conforme Santana e
colaboradoresirf pres§ a espermiogénese do tipo | e Il diferem basicamente quanto a
posicao inicial dos centriolos, lateral versus medial ao nucleo; presenca versus auséncia da
migracdo dos centriolos em direcdo ao nucleo; presenca versus auséncia da rotacdo nuclear
em relacéo ao eixo flagelar; e a formacao versus a ndo formagéo da fossa nuclear e do canal
citoplasmatico, respectivamente. As caracterizacdes dos tipos de espermiogénese representan
situacOes extremas e como visto entre os Cichlidae (Quagio-Grasgiattp 2003b; este
estudo) e em outros grupos de peixes (Baicere-8thed, 2011; Santanat al., in press) as
variagbes existentes resultam em espermatozoides com caracteristicas distintas. N&o
considerado dentre as caracteristicas sejam da espermiogénese do tipo | ou Ill, conforme
originalmente descritos, estdo os padrbes de compactacdo da cromatina. Os diferentes tipos de
compactacao dependem do tipo de proteinas associadas ao DNA (8apdrad93) e se
refletem na forma final dos espermatozoides.

Dentre as espécies de Cichlinae, aqui analis&iakla kelberi, Biotodoma cupido,
Geophagus brasiliensiszeophagus proximue Gymnogeophagus rabdotus, e também em
Cichla intermedia (Quagio-Grassiottet al, 2003) a espermiogénese corresponde a
espermiogénese do tipo | conforme descrita por Mattei (19HM). Amatitlania
nigrofasciatus Apistogramma commbrae Mesonauta festivuyscom uma espermiogénese
também do tipo I, a migracédo dos centriolos ndo ocorre e o0 canal citoplasmatico se forma em

decorréncia do deslizamento da massa citoplasmatica em direcdo ao eixo flagelar. Estas
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espécies também compartilham o mesmo padrdo morfolégico geral no que diz respeito aos
espermatozoides. Nesses a cromatina mais ou menos compactada tem aspecto flocular; a fossz
nuclear é Unica e abriga o centriolo proximal e parte do distal, as mitocondrias sdo esféricas e
distribuem-se em uma ou mais camadas, a peca intermediaria possui uma longa bainha
citoplasmatica e alhetas mais ou menos longas estdo presentes no flagelo. Esse mesmo padrac
de espermatozoide é encontrado Ratroculus lapidifer,o que pode também ser verdadeiro

em relacéo ao tipo de espermiogénese.

Nas espécies africanas aqui analisadagnotilapia afra, Sciaenochromis abhli
Maylandia greshakee Melanochromis auratysos espermatozoides além de serem muito
semelhantes entre si, assemelham-se também aos anteriormente descritos. As semelhanca:
compartilhadas sugerem também um mesmo processo de ontogénese. Porém, distinguem-se
de todos demais pela auséncia das alhetas flagelares e pela presenca de abundante secrecéo |
limen testicular.

Ainda que ndo documentada, as semelhancas entre os espermatozoides em
Satanoperca papaterra@renicichla lepidota indicam que a espermiogénese nessas especies
deve também ser do tipo | ou uma variante deste como documeBtmthagus. Os
espermatozoides d&. pappaterra €. lepidota diferem dos anteriores, principalmente por
apresentarem um padrdo homogéneo de compactacédo da cromatina, peca intermediaria larga €
mitocondrias distribuidas de forma aleatéria.

Os espermatozoides deAmphilophus citrinellus e Hypselecara temporalis
compartilham do mesmo processo de espermiogénese que oS anteriores, isto é a variante da
espermiogénese do tipo I, em que os centriolos estdo posicionados lateralmente, ndo migram e
rotagdo nuclear ocorre. S&0 muito semelhantes entre si, no entanto diferem bastante dos
espermatozoides comentados até aqui. Comparados aos imediatamente anteriores diferem
destes por apresentarem uma fossa nuclear rasa e de contorno regular, peca intermediaria
curta e canal citoplasmético ausente. TambémAematitlania nigrofasciatuse Astronotus
ocellatusos espermatozoéides sdo bastante semelhantes entre si, no entanto diferem quanto a
ontogénese, pois apresentam espermiogénese do tipo | e |lll, respectivamente. Os
espermatozoides dé nigrofasciatuse A. ocellatusapesar de compartilharem co
citrinellus e H. temporaliso mesmo formato da peca intermediaria, diferentemente dos destes
tem nucleo oval e fossa nuclear suficientemente profunda para abrigar pelo menos o centriolo

proximal.
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Entre as demais espécies aqui analisadas chama a atemtidioacara rivulatus
Cichlasoma portalegrense Aequidens tetramerugujos espermatozoides apresentam dois
flagelos. Além de apresentarem dois flagelos estas espécies compartilham outras
caracteristicas. Nelas a cromatina apresenta um padrdao homogéneo de compactacao; a foss:
nuclear é dupla e rasa e cada uma das depressfes que a formam relaciona-se com um do:
centriolos; ambos os centriolos diferenciam-se em corpusculos basais e formam axonemas; as
pecas intermediarias ndo possuem bainha citoplasmatica e apresentam alhetas flagelares.
Diferem entre si na forma do ndcleo que varia de esféricoAenvulatusa ligeiramente
alongado enC. portalegrensee A. tetramerus)e quanto a peca intermediaria curta e sem
canal citoplasmatico emA. rivulatus A despeito do tipo de espermiogénese dessas espécies
nao se encontrar aqui documentado, a Unica imagem exis@n{eoitalegrensg indica
tratar-se de uma espermiogénese do tipo lll. A ocorréncia da espermiogénese do tipo lll, nas
formas de espermatozoides com dois flagelos encontra-se bem documentada entre os
Siluriformes (ver Burn®t al, 2009- para revisdo). O alongamento nuclear tradicionalmente
associado a inseminacdo, ndo encontra suporte entre os Cichlidae, pois nucleos mais
alongados do que os aqui documentados estéo presentes entre os ciclideos africanos riverinos

(informacdes pessoais).

Andlise filogenética

As propostas mais recentes de relacionamento apresentadas para a familia Cichlidae
reconhecem os Pseudocrenilabrinae, assim como os Cichlinae, como monofiléticos, ou seja,
um agrupamento taxondmico cujos componentes compartiiham a mesma ancestralidade.
(Stiassny, 1991; Kullander, 1998; Faritsal, 1999; Sparks, 2004; Sparks & Smith, 2004;
Smithet al, 2008; Lopez-Fernandext al., 2010). Os Pseudocrenilabrinae sdo reconhecidos
como grupo-irmado dos Cichlinae que quando comparados aqueles africanos ocupam uma
posi¢cdo mais derivada dentro da familia (Stiassny, 1991; Kullander, 1998;dtaiad999;
Smithet al, 2008; Lopez-Fernandez al, 2010). Na proposta aqui apresentada os ciclideos
africanos representados pGynotilapia afra, Sciaenochromis ahliMaylandia greshakee
Melanochromis auratugparecem numa politomia junto com os ciclideos neotropicais. Os
Pseudorenilabrinae possuem como caracteres exclusivos a presenca de uma secrecéo de
provavel origem protéica no compartimento luminal bem como alheta flagelar ausente. Desta
forma é possivel assumir que a perda da secrecdo no compartimento luminal e a presenca de

alheta flagelar sdo condi¢des sinapomorficas para os ciclideos neotr@icaia.subfamilia
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Cichlinae pode ser reconhecida como uma unidade monofilética (n6 25) sendo estes
resultados congruentes com as hipéteses supracitadas.

NO 25

Dentre os ciclideos neotropicais as trib@stroculini e Cichlini (sensulLépez-
Fernandezt al., 2010) s&o consideradas mais relacionadas entre si do que com os demais
membros da subfamilia Cichlinae (Sméhal.,2008; Lopez-Fernandezt al., 2010). Esta
relacdo nao foi recuperada nesta analise uma veReueculus lapidiferCichla kelberie
Cichla intermedia sairam numa politomia ndo resolvida junto aos demais ciclideos. Apesar
disso,R. lapidifer, C. kelberie C. intermediaencontram-se separados dos representantes das
tribos Geophagini, Astronotini, CichlasomatiniHeroini (sensulLopez-Fernandezt al.,
2010) fornecendo indicios de que esta hipotese pode estar em consonancia com as hipoéteses
de Kullander (1998), Smith e colaboradores (2008) e Lépez-Fernandez e colaboradores
(2010) para as quais os géneRetroculuse Cichla s&do mais relacionados entre si do que

com os demais Cichlinae.

N6 29

Na maioria das hipdteses existentes para os ciclideos neotropicais a Tribo Geophagini
é reconhecida como grupo-irméo dos Cichlasomatini + Heroini (Stiassny, 1991; Kullander,
1998; Fariaset al, 1999; Smithet al., 2008). LoOpez-Fernandez e colaboradores (2010)
apontam Geophagini como grupo-irméo de Astronotini e Cichlasomatini+Heroini. O referido
autor subdivide a tribo Geophagini em seis subgrupos: mikrogeophagineos, crenicaratineos,
geophagineos, crenicichlineos, guianacarineos e apistogramineos. No presente estudo
Gymnogeophagus rhabdofuBiotodoma cupido eGeophagus proximus- Geophagus
brasiliensisaparecem numa politomia junto com outro clado formado por outros Geophagini
(crenicichlineos e apistogramineos), Cichlasomatini e Heroini. Smith e colaboradores (2008)
e Lopez-Ferndndez e colaboradoes (2010) reconhecem que o0s g8naiadoma,
Gymnogeophague Geophagussdo mais relacionados entre si do que com os demais
Geophagini (crenicichlineos e apistogramineos). A aloca¢ddydenogeophagus rhabdotus
Biotodoma cupido é&eophagus proximus Geophagus brasiliensiseparado dos demais
Geophagini € em parte consistente com as hipéteses de Smith e colaboradores (2008) e

Lépez-Fernandez e colaboradores (2010) para as &i@isdoma+ geophagineosepnisu
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Lopez-Fernandezt al.,, 2010) sdo considerados mais relacionados entre si do que com
Crenicichlines + Apistogramines.

Nos 26-31

Um dos maiores desafios taxondémicos e filogenéticos com relacdo aos ciclideos
neotropicais consiste na elucidacdo dos padrdes evolutivos das tribos Heroini e
Cichlasomatini, cujos limites ainda ndo estdo bem definidos. Na presente analise o Heroini
Australoherossp. aparece como grupo irmao de uma clado formado por parte dos Geophagini
(crenicichlineos e apistogramineos), demais Heroini, Astronotini e Cichlasomatini. No n6 26
Satanoperca papaterra esta numa dicotomia jun@renicichla lepidota. As duas espécies
sao representantes da tribo Geophagini. Outro representante da Tribo presente na andlise é
Apistogramma commbragie, no entanto, aparece juntblasonauta festivugm membro da
tribo Heroini. Segundo LoOpez-Fernandez e colaboradores (28di8jogramma € grupo
irmado de Satanoperca. Esta relagdo ndo foi corroborada pela presente hipotese. Tais
resultados devem-se muito possivelmente a quantidade de taxons utilizados na analise. Para
que os padrdes espermaticos dos Heroini sejam melhor elucidados faz-se necesséaria uma
analise exaustiva ndo apenas nos taxons desta tribo como também nos das tribos

Cichlasomatini e Geophagini.

N6 32

Segundo Kullander (1998) a subfamilia Astronotinae representadasponotuse
Chaetobranchuseé grupo-irméo de Geophaginae (Acarichthyni + Crenicaratini e Geophagini)

+ Cichlasomatinae (Acaroniini e Heroini + Cichlasomatini). Smith e colaboradores (2008)
tornam a subfamilia Cichlinae um grupo mais inclusivo que reune todos os ciclideos
neotropicais e 0 génemstronotuspassa ao status de tribo agora denominada Astronotini.
Para o referido autor a tribo Astronotini, de posi¢cao basal dentro da subfamilia, € grupo-irméo
de Chaetobranchini, Geophagini, Cichlasomatini e Heroini.

Na hipotese apresentada por Loépez-Fernandez e colaboradores (2010) a tribo
Astronotini aparece numa posicao mais derivada e como grupo-irméo de Cichlasomatini +
Heroini. Aqui o representante da tribo AstronotiAgtronotus ocellatugncontra-se numa
politomia n&o resolvida junto comMmphilophus citrinellus Amatitlania nigrofasciatus
Hypselecara temporaliHeroini) e os CichlasomatinAfdinoacara rivulatus e Cichlasoma

portalegrenset Aequidengetrameru$. Desta forma, a presente analise é consistente com a
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hipotese de Loépez-Fernandez e colaboradores (2010) no que tange a relacdo de Astronotini

com os Heroini e Cichlasomatini.

No 34

Segundo LoOpez-Fernandez e colaboradores (2010) a tribo Cichlasomatini constitui
uma unidade monofilética e é composta pelos cichlasomatik@obid + Cichlasoma+
Aequideny nannacarineosC{eithracara + Nannacara) e andinoacarinec&ndinoacara +
Bujurquina + Tahuantinsuyoa), sendo subgrupo dos cichlasomatineos considerados como
grupo-irmédo de nannacarineos + andinoacarineos. No presente trabalho estas relagbes sao
recuperadasCichlasoma portalegrense Aequidengetramerus(Cichlasomatinesjparecem
como grupo-irmao déndinoacara rivulatus/Andinoacarines). Este clado é suportado por
cinco sinapomorfias, sendo elas: ndcleo ligeiramente excéntrico com relacdo ao eixo flagelar,
contorno do envoltério nuclear com dupla concavidade, mitocondria alongada, sistema
vesicular ausente e dois flagelos. Mais do que uma sinapomorfia, a biflagelaridade é uma
condicdo exclusiva dos Cichlasomatini neste universo de analise. Além @lissiasoma
portalegrensee Aequidengetramerusaparecem como mais relacionados entre si do que com
os demais Cichlinae corroborando as hipéteses de intima relagdo entre estes taxons (Sparks,
2004; Smith et a) 2008; Lopez- Fernandez et,&010).
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CONCLUSAO



CONCLUSAO
A despeito do numero de espécies analisadas no presente trabalho ser pouco
representativo diante da diversidade morfolégica e taxondémica encontrada na subfamilia
Cichlinae, a analise isolada dos dados espermaticos é pelo menos em parte consistente com as
propostas atuais para a subfamilia em questdo, especialmente com relagdo a proposta de
Lépez-Fernadez e colaboradores (2010). Desta forma, a espermiogénese bem como a
ultraestrutura dos espermatozoéides constituem uma rica fonte de informacdo nas analises

cladisticas, desde que as hipoteses de homologias estejam bem cerceadas.
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