
IntroducƟon 

KnifefishÊ speciesÊ endemicÊ toÊ CentralÊ andÊ SouthÊ AmericaÊ representÊ aÊ highlyÊ usefulÊ modelÊ organismÊ forÊ theÊ
developmentalÊstudyÊofÊelectricÊorgans.ÊThisÊbiologicalÊadaptaƟonÊallowsÊtheÊfishÊtoÊgenerateÊweaklyÊelectricÊfieldsÊ
forÊelectrolocaƟonÊandÊelectrocommunicaƟonÊwithinÊtheirÊimmediateÊfreshwaterÊsurroundings.ÊByÊdoingÊso,ÊtheÊfishÊ
senseÊtheirÊenvironmentÊandÊconnectÊwithÊpotenƟalÊmatesÊandÊcompeƟtorsÊinÊdeepÊwater,ÊlowÊlightÊcondiƟons.ÊTheÊ
electricÊ organsÊ deriveÊ fromÊ oneÊ ofÊ twoÊ cellÊ typesÊ duringÊ embryonicÊ development.Ê InÊ thisÊ arƟcle,Ê AlshamiÊ andÊ
colleaguesÊwereÊableÊtoÊcharacterizeÊtheÊdevelopmentÊofÊtheÊelectricÊorganÊinÊtheÊGymnoƟformÊbluntnoseÊknifefish,Ê
Brachyhypopomus gauderio.Ê ToÊ doÊ so,Ê theyÊ skillfullyÊ employedÊ anÊ RMCÊ BoeckelerÊ PowerTomeÊ XLÊ (PTÊ XL)Ê
ultramicrotomeÊ(Fig.Ê2)ÊtoÊcutÊultrathinÊsecƟonsÊofÊfixedÊspecimensÊforÊelectronÊandÊlightÊmicroscopyÊanalyses.ÊThisÊ
approachÊallowedÊtheÊresearchersÊtoÊsuccessfullyÊdetermineÊwhereÊandÊwhenÊprecursorÊcellsÊoriginate,ÊwhereÊandÊ
whenÊtheyÊtranslocate,ÊandÊtheÊcell-typeÊintoÊwhichÊtheyÊdevelop. 

Figure 1.  Development of the mEO in the B. gauderio. All lateral view with anterior-leŌ. Time is indicated as hours post ferƟlizaƟon: E 
156h, F 180h, G 204h and H 288h. df, dorsal embryological fin fold; sp, spinal cord; not, notochord; bv, blood vessel; eo, electric organ; 
vf, ventral fin. Scale bars = 1 mm. (Adapted from Alshami et al. 2020). 



InstrumentaƟon 

TheÊRMCÊBoeckelerÊPowerTomeÊXLÊ (PTÊXL)ÊultramicrotomeÊwasÊusedÊ toÊsecƟonÊfixedÊembryonic,Ê larval,ÊandÊadultÊ
knifefishÊspecimens.ÊTheÊPTÊXLÊisÊeminentlyÊsuitedÊforÊtheseÊtypesÊofÊapplicaƟons,ÊasÊitÊisÊcapableÊofÊcuƫngÊultrathinÊ
secƟonsÊ forÊ transmissionÊelectronÊmicroscopyÊ (TEM),ÊasÊwellÊ asÊ thickerÊ secƟonsÊ forÊ scanningÊelectronÊmicroscopyÊ
(SEM)ÊandÊ lightÊmicroscopyÊmethods.Ê TheÊPTÊXLÊ isÊ theÊonlyÊ fullyÊupgradeableÊultramicrotome,ÊwithÊ theÊabilityÊ forÊ
build-upÊtoÊtheÊPTÊPCZÊresearchÊlevelÊsystem,ÊincludingÊtouchscreenÊcomputerÊcontrolÊandÊHDÊvideoÊcollecƟon.ÊTheÊ
PTÊ XLÊ isÊ capableÊ ofÊ accommodaƟngÊ glassÊ knivesÊ upÊ toÊ 12mmÊ wide,Ê triangularÊ tungstenÊ carbideÊ knives,Ê andÊ anyÊ
commercialÊ brandÊofÊdiamondÊknife.Ê TheÊPTÊXLÊ canÊalsoÊbeÊouƞiƩedÊasÊ aÊPTÊ3D,Ê forÊ arrayÊ tomographyÊandÊ serialÊ
secƟoningÊ approachesÊ ofÊ upÊ toÊ 1ÊmillionÊ nanometersÊ inÊ sampleÊ depth.Ê TheÊ PTÊ XLÊ canÊ alsoÊ beÊ ouƞiƩedÊ forÊ cryoÊ
applicaƟonsÊorÊautomatedÊsecƟonÊcollecƟonÊandÊisÊcompaƟbleÊwithÊmedium-ÊandÊhigh-throughputÊadd-ons. 

Figure 2.  The RMC Boeckeler PowerTome XL (PT XL) Ultramicrotome. 

Procedure 

TailsÊfromÊtheÊfollowingÊembryonicÊandÊlarvalÊstagesÊwereÊcollected,Êfixed,ÊandÊprocessedÊforÊtransmissionÊelectronÊ
microscopyÊ(TEM):Ê48 hoursÊpost-ferƟlizaƟonÊ(hpf),Ê60Êhpf,Ê72ÊhpfÊ132Êhpf;Ê6.5ÊdaysÊpost-ferƟlizaƟonÊ(dpf),Ê7.5Êdpf,Ê
8.5ÊdpfÊandÊ10.5Êdpf;ÊinÊaddiƟonÊtoÊ7ÊmonthsÊpost-ferƟlizaƟonÊ(mpf)ÊadultÊsamples. 
 
SamplesÊ wereÊ firstÊ fixedÊ inÊ 3%Ê glutaraldehydeÊ withÊ 2%Ê formaldehydeÊ inÊ 0.1Ê MÊ PIPESÊ (piperazine-N,N഻-bis(2-
ethanesulfonicÊacid))ÊbufferÊatÊpHÊ7.2ÊforÊ2ÊhoursÊatÊroomÊtemperature,ÊthenÊstoredÊatÊ4°ÊCÊunƟlÊuse.ÊSamplesÊwereÊ
thenÊwashedÊ(3×,Ê5Êmin.Êeach)ÊinÊ0.1ÊMÊPIPESÊbufferÊbeforeÊpost-fixaƟonÊforÊ1ÊhourÊinÊ1%ÊOsO4 (osmiumÊtetroxide)Ê
reducedÊ withÊ 1.5%Ê potassiumÊ ferrocyanideÊ inÊ 0.1Ê MÊ sodiumÊ cacodylateÊ atÊ pHÊ 7.2.Ê AŌerÊ 3×, 5Ê min.Ê washesÊ inÊ
deionizedÊwater,ÊsamplesÊwereÊdehydratedÊwithÊanÊethanolÊgradientÊ(1×; 30%,Ê50%,Ê70%,Ê80%,Ê90%,Ê95%ÊandÊthenÊ
4× 100%Ê ethanol,Ê forÊ 10Êmin.Ê each)Ê andÊ subsequentlyÊ embeddedÊ inÊ Spurr’sÊ resinÊ forÊ secƟoning.Ê TheÊ curedÊ resinÊ
blocksÊwereÊmanuallyÊtrimmedÊwithÊaÊrazorÊbladeÊpriorÊtoÊultrathinÊsecƟoningÊwithÊaÊdiamondÊknifeÊusingÊtheÊRMCÊ
BoeckelerÊPowerTomeÊXLÊultramicrotome.Ê70ÊnmÊultrathinÊsecƟonsÊwereÊcollectedÊonÊpioloform-coatedÊ100ÊmeshÊ
copperÊEMÊgridsÊandÊcontrastedÊwithÊReynold’sÊleadÊcitrateÊforÊ10Êmin.ÊTheÊgridsÊwereÊimagedÊonÊaÊJEOLÊJEMÊ1400Ê
TEMÊatÊ120kV,ÊwithÊimagesÊcapturedÊonÊaÊCCDÊdigitalÊcamera. 
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Results 

Figure 3.  Organelles are accumulated at the periphery of the plasma membrane in the EO. Caudal filament of adult B. gauderio was analyzed with 
immunostaining with alpha-tubulin (red), phalloidin (green), and Hoechst nuclei staining (blue). (A–E), and with TEM (F, G). a, aorta; sc, spinal cord; ec, 
electrocyte. n, nucleus; mt, mitochondria; pm, plasma membrane. Scale bar = 200 μm in A; 100 μm in B, C; 10 μm in D, E; 20 μm in F; 1 μm in G. (Adapted from 
Alshami et al. 2020). 


