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Resumo

A reproducdo e a morfofisiologia dos 6rgaos reprodutivos de elasmobranquios
tornaram-se mais bem compreendidas nos Gltimos anos do século passado. Ainda pouco
se sabe sobre a morfologia da reproducdo de varias espécies. O objetivo deste estudo foi
determinar a estratégia reprodutiva das espécies de Rhizoprionodon porosus e
Rhizoprionodon lalandii do litoral brasileiro. O espécime capturado foi caracterizado
morfometricamente, onde Comprimento Total (CT) e Comprimento Pré-Caudal (PC)
foram medidos em cm junto com seus pesos. Os animais foram classificados e
eviscerados, os testiculos foram obtidos para determinar seu peso, comprimento e
largura. Para as analises histoldgicas, esses 6rgaos foram fixados e posteriormente
submetidos ao protocolo de processamento para analise histologica. A descricao
macroscopica foi determinada de acordo com a escala maturacional para espécies
viviparas (ICES, 2013). Dos 46 machos capturados, 15 foram classificados como
imaturos, 5 em desenvolvimento, 6 capazes de se reproduzir, 20 machos ativos e nao foi
observado estagio em regressao. Esta espécie possui testiculo do tipo diamétrico, o
individuo imaturo, foi caracterizado pela presenca de testiculos delgados com largura
variando de 0,3 a 1,6 cm e clasper flexivel. Histologicamente espermatogonias tipo | e
espermatdcitos estavam presentes. Para os espécimes classificados como “em
desenvolvimento”, os testiculos estavam desenvolvidos, apesar de ndo preencherem
toda a superficie do 6rgéo epigonal, a largura variou de 0,5 a 1,2cm. O clasper desses
animais foi parcialmente calcificado. A zona germinativa bem definida foi observada,
desenvolvendo de uma parede para outra, com espermatogoénias, espermatocitos | e Il e
espermatides e com espermatozoides presentes. Os machos que eram capazes de
reproduzir, tinham claspers totalmente calcificados que em comprimento ja tinham
passado pela nadadeira pélvica. Os testiculos desenvolvidos e bem irrigados
apresentaram variagdes de 0,5 a 0,8 cm de largura. Microscopicamente, os testiculos
nessa fase apresentavam uma boa quantidade de cistos seminiferos, juntamente com a
presenca de espermatozoides cuja cabeca estava voltada para a periferia e para a cauda,
de frente para o limen.

Keywords: Reproduction, spermatogenesis, sharks.
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Abstract

Reproduction and morphophysiology of the elasmobranch reproductive organs became
better understood in the last years of the past century. Still little is known about the
reproduction morphology of several species. The objective of this study was to
determine the reproductive strategy of Rhizoprionodon porosus and Rhizoprionodon
lalandii species from the coast of Brazil. The captured specimen was morphometrically
characterized, where Total Length (CT) and Pre-Caudal length (PC) were measured in
cm along with their weights. The animals were sorted and viscerated, the testicles were
obtained to determine their weight, length and width. For the histological analyses these
organs were fixed in 10% formaldehyde for 48 hours, however, they were cleaved
within the first 24 hours and then returned to the fixative solution. Subsequently, they
were transferred to 70% ethanol and then submitted to the processing protocol for
histological analysis. The macroscopic description classified the reproductive stage of
each specimen according to the ICES 2013 reference. Of the 46 capture males, 15 was
classified as immature, 5 in development, 6 capable of reproducing, 20 active and
regressing males were not observed. This species has the diametric type testicles, the
immature individual, was characterized by the presence of thin testicles with a width
ranging from 0.3 to 1.6 cm and flexible clasper. Histologically, type | spermatogonia
and spermatocytes were present. For the specimens labelled as “in development”, the
testes were developed, although they did not fill the entire surface of the epigonal organ,
the width ranged from 0.5 to 1.2cm. The clasper of these animals was partially calcified.
The well-defined germinative zone was observed, with spermatozoa growing from one
wall to the other, with spermatogonia, spermatocytes | and Il and spermatids present.
The males that were capable of breeding, had fully calcified claspers which in length
had already passed the pelvic fin. The developed and well-irrigated testis had variations
of 0.5 to 0.8 cm in width. Microscopically the testis at this stage had a good amount of
seminiferous cysts along with the presence of spermatozoa whose head was facing the

periphery and tails facing the lumen.

Key words: Reproduction, spermatogenesis, sharks.
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1- Introdugéo
1.1 ContextualizacGes da pesquisa
A classe Chondrichthyes se divide em duas subclasses: Holocephalii

(quimeras), que habita dguas temperadas e profundas; e Elasmobranchii (tubardes e
raias), grupo com representantes em todos os oceanos (BONFIL, 1994). Dispéem de
grande sucesso evolutivo, compreendendo 1.188 espécies, sendo 509 tubardes, 630
batdides e 49 quimeras, que adotaram distintas histérias de vida, explorando
diversos nichos no ambiente aquatico (WEIGMANN, 2016). Possuem fertilizacdo
interna e certamente esta caracteristica é a mais significativa das adaptacfes dos
peixes cartilaginosos, pois estes animais ja nascem plenamente desenvolvidos e
ativos, de forma similar aos adultos (CASTRO, 1983).

O genero Rhizoprionodon (Carcharhinidae) atualmente esta sendo
representado por sete especies relativamente pequenas, com duas ocorrendo em
aguas brasileiras: R. lalandii (Muller & Henle, 1839) e R. porosus (Poey, 1861)(Fig.
01 e 02). Essas duas espécies habitam a plataforma continental at¢ 70 m de
profundidade (Gadig, 2001). Trés espécies sdo encontradas no oceano Atlantico: R.
terraenovae, conhecida do oeste do Atlantico Norte, mas provavelmente também no
oeste tropical do Atlantico Sul; R. porosus, do centro dos EUA para o Uruguai € 0
Brasil; e R. lalandii, do oeste do Panama ao Uruguai e ao Brasil (Figueiredo, 1977,

Compagno,1984).

Fig.01 Rhizoprionondon porosus (Poey, 1861) macho adulto. Foto: R. C. Namora.
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Um ponto importante da biologia dos elasmobranquios € a sua diversidade de
estratégias reprodutivas, que podem ser classificados, quanto ao desenvolvimento do
embrido, em oviparidade e viviparidade, dentro dos quais sdo descritas Vvérias
modalidades. As espécies viviparas representam cerca de 56% dos Chondrichthyes,
sendo mais comum nos tubarfes, enquanto a oviparidade (44%) é mais comum entre
as raias. As formas mais ancestrais de viviparidade sdo a lecitotréfica e a ovofagica,
enquanto as formas mais evoluidas derivadas séo a placentotrofica e a histotrofica,
também conhecidas por viviparidade matotréfica, no qual a ligacdo entre a mée e o
embrido é maior (DODD, 1983; CARRIER; PRATT, JR; CASTRO, 2004;
HAMLETT, 2007).

Um dos pontos negativos da reproducdo dos tubardes é que algumas espécies
apresentam, em geral, baixa fecundidade, maturacdo sexual tardia, caracteristicas
estas que os tornam bem mais suscetiveis a sobrexploracdo pesqueira, apresentando
uma baixa recuperagdo populacional a medida que sdo esgotadas (HOLDEN, 1974;
VOOREN & KLIPPEL, 2005). Muitas espécies precisam de um longo tempo para
atingir a maturacdo, como no caso do tubardo lixa, que demora cerca de 15 a 16
anos. Além disso, algumas espécies produzem poucos filhotes a cada gestacao,
como o tubardo branco (Carcharodon carcharias), que pode apresentar de 2 a, no
méaximo, 14 embrides (KLIMLEY e AINLEY, 1997.), e o tubardo raposa (Alopias
sp.), com uma media de 2 embrides por gestacdo (COMPAGNO, 2001).

A reproducdo e a morfofisiologia dos 6rgaos reprodutores dos elasmobranquios
passou a ser melhor entendido com trabalhos realizados com o por Matthews em
1950, observa nos tubardes peregrino, Cetorhinus maximus, que os testiculos séo
dispostos dentro do érgdo epigonal e sdo compostos de numerosos I6bulos distintos,
separados por tecido conjuntivo. Por, Pratt (1988) que classificou os ovarios em
internos e externos e os testiculos em diamétrico, radial e composto; e de Hamlett
(1985), que relacionou a morfologia uterina com o tipo de reproducédo; e além de
trabalhos mais especificos como o de Stanley (1966) que definiu os espermatocistos
como unidade funcional do testiculo e trabalhos como os de Teshima (1981)
Maruska, et al. (1996) sobre a caracterizacdo da espermatogénese.

No Brasil, ainda hoje o conhecimento acerca da morfofisiologia reprodutiva dos
tubar@es é parco. Na costa do Estado de Pernambuco, foram realizados trabalhos de
descricdo da morfologia ovariana de Carcharhinus falciformes (REGO et al., 2013),

descri¢do do desenvolvimento testicular e espermatogénese do Gynglimostoma
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cirratum (REGO et al., 2014) e comparacdo da morfologia e histomorfometria da
espermatogénese em 3 espécies de tubarBes com testiculos diamétricos (REGO et
al., 2016). Diante destas informagdes sobre a diversidade reprodutiva dos
Chondrichthyes e a nutricdo dos embrides, necessita-se um estudo mais aprofundado
sobre o conhecimento da morfologia reprodutiva das espécies de Rhizoprionodon
sp., pois estes animais, sdo livremente comercializados em peixarias, bares,
restaurantes e feiras em praticamente toda a costa brasileira e sem maiores
fiscalizagbes. Outro ponto de suma importancia, € compreender o porqué durante o
processo da espermatogénese da espécie, Rhizoprionodon lalandii, os espematécitos
Il sdo maiores que os espermatdcitos |, segundo trabalho realizado por Régo et al.
(2016), indo de contra ao fluxo normal da espermatogénese nos vertebrados.
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1.2 Objetivos

. Objetivo Geral

« Estudar a morfofisiologia da estratégia reprodutiva em Rhizoprionodon sp. capturados
na costa brasileira.

. Objetivos Especificos

« Determinar a estratégia reprodutiva de duas espécies de Rhizoprionodon; R. lalandii e

R. porosus.

« Analisar morfologicamente os testiculos e epididimos das espécies de Rhizoprionodon
na Costa brasileira;

« Analisar a morfologia espermatica e epididimos das espécies de Rhizoprionodon na
Costa do Brasil.
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2 Artigo
Analise morfologica do trato reprodutivo masculino dos tubardes Rhizoprionodon

porosus (Poey, 1861) e R. lalandii (Muller & Henle, 1839) capturados na costa do

Brasil.

Morphology analyses of the male reproductive tract of the Brazilian Sharpnose
shark Rhizoprionodon porosus (Poey, 1861) and R. lalandii (Muller & Henle, 1839)

captured on the Brazilian coast.

Resumo

A reproducdo e a morfofisiologia dos 6rgdos reprodutivos de elasmobranquios
tornaram-se mais bem compreendidas nos ultimos anos do século passado. Ainda pouco
se sabe sobre a morfologia da reproducéo de varias especies. O objetivo deste estudo foi
determinar a estratégia reprodutiva das espécies de Rhizoprionodon porosus e
Rhizoprionodon lalandii do litoral brasileiro. O espécime capturado foi caracterizado
morfometricamente, onde Comprimento Total (CT) e Comprimento Pré-Caudal (PC)
foram medidos em cm junto com seus pesos. Os animais foram classificados e
eviscerados, os testiculos foram obtidos para determinar seu peso, comprimento e
largura. Para as analises histoldgicas, esses 6rgaos foram fixados em formaldeido a 10%
por 48 horas, no entanto, foram clivados nas primeiras 24 horas e retornaram a solucéo
fixadora. Posteriormente, foram transferidos para etanol a 70% e entdo submetidos ao
protocolo de processamento para analise histoldgica. A descricdo macroscépica foi
determinada de acordo com a escala maturacional para espécies viviparas (ICES, 2013).
Dos 47 machos capturados, 16 foram classificados como imaturos, 5 em
desenvolvimento, 5 capazes de se reproduzir, 19 machos ativos e ndo foi observado
estagio em regressao. Esta espécie possui o tipo diamétrico testiculo, o individuo
imaturo, foi caracterizado pela presenca de testiculos delgados com largura variando de
0,1 a 0,3cm e clasper flexivel. Histologicamente espermatogonias e espermatocitos tipo
I estavam presentes. Para os espécimes classificados como “em desenvolvimento”, os
testiculos estavam desenvolvidos, apesar de ndo preencherem toda a superficie do érgéo
epigonal, a largura variou de 0,3 a 0,5cm. O clasper desses animais foi parcialmente
calcificado. A zona germinativa bem definida foi observada, desenvolvendo de uma
parede para outra, com espermatogonias, espermatécitos | e 1l e espermatides e com
espermatozdides presentes. Os individuos que eram capazes de reproduzir e ativo,
tinham claspers totalmente calcificados que em comprimento ja tinham passado pela
nadadeira pélvica. Os testiculos desenvolvidos e bem irrigados apresentaram variacoes
de 0,5 a 0,7 cm de largura. Microscopicamente, os testiculos nessa fase apresentavam
uma boa quantidade de cistos seminiferos, juntamente com a presenca de
espermatozdides cuja cabeca estava voltada para a periferia e para a cauda, de frente
para o lamen.

Keywords: Reproducdo, espermatogénese, tubardo
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Introducéo

Os elasmobranquios possuem um aparelho reprodutor duplicado, dois testiculos,
que sdo presos na parte superior dianteira da cavidade abdominal; dois epididimos, que
passam por tras e logo abaixo da coluna vertebral, na parede superior da cavidade
abdominal, dois ductos deferentes, vesicula seminal, glandula de Leydig e 6rgdos
copuladores chamados de “clasper”, e que sdo, na verdade, uma modificagdo da margem
interna da nadadeira pélvica (Hammlet, 2005; Pratt, 1988).

A reproducdo e a morfofisiologia dos 6rgdos reprodutores dos elasmobranquios
passou a ser melhor entendido com trabalhos realizados por Matthews (1950) com
estudo do aparelho reprodutor de Cetorhinus maximus, onde a organizagdo estrutural
dos testiculos estdo dispostos dentro do 6rgao epigonal e sdo compostos de numerosos
I6bulos distintos, separados por tecido conjuntivo. Em 1966, Stanley, definiu os
espermatocistos como unidade funcional dos testiculos, assim como Grier (1992), define
que os testiculos podem atuar tanto na fungdo espermatogénica quanto esteroidogénica.
Teshima (1981) e Maruska, et al. (1996) descrevem a caracterizacdo da
espermatogénese. Pratt (1988) determinou que os Elasmobranquios possuem trés tipos
morfoldgicos testiculares: diamétrico, radial e composto.

Todo o processo da espermatogénese ocorre dentro dos testiculos em estruturas
denominadas espermatocistos, que sdo foliculos esféricos situados no final de um
sistema radial de tubulos, divididos em bandas concéntricas, uma estrutura esférica que
contem muitos espermatoblastos compostos por células de Sertoli e células germinativas
associadas (MELLINGER, 1965, STANLEY, 1966; DODD, 1983; PARSONS e
GRIER, 1992; CARRIER et al., 2004 E HAMLETT et al., 2007).

Nos tubardes, foi observado por Hara, Tanaka, (1990) e Brancato (1999) que
durante a espermatogénese as células germinativas e as de Sertoli, migram da regido
central (Iimen) do espermatocisto, em direcdo a periferia do mesmo. Posteriormente, 0s
espermatozoides sdo transferidos através de um longo e fino tubulo eferente, e
transportados para o epididimo através de uma regido membranosa denominada de
mesorquio.

No Brasil, ainda hoje o conhecimento acerca da morfofisiologia reprodutiva dos
tubarGes é parco. Na costa do Estado de Pernambuco, foram realizados trabalhos de

descri¢do do desenvolvimento testicular e espermatogénese do Gynglimostoma cirratum
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(REGO et al, 2014) e Comparacdo da morfologia e histomorfometria da
espermatogénese em 3 espécies de tubardes com testiculos diamétricos (REGO et al.,
2016). Uma das espécies mais consumidas no litoral brasileiro sdo do género
Rhizoprionodon (Carcharhinidae) que possui uma ampla distribuicdo ao longo das
costas de quase todos o0s continentes, estad sendo representado por sete espécies
relativamente pequenas, atingindo usualmente no maximo 110 cm, CT, adultos, com as
espécies R. acutus e R. longurio chegando a comprimento total de 178 cm e 154 cm
respectivamente  (COMPAGNO et al. 2005). Duas destas ocorrendo em &guas
brasileiras: R. lalandii (MULLER; HENLE, 1839) e R. porosus (Poey, 1861). Essas
duas espécies habitam a plataforma continental até 70 m de profundidade. No Atlantico,
trés espécies foram registradas: R. terraenovae, encontrada no oeste do Atlantico Norte,
mas provavelmente também no Atlantico ocidental tropical; R. porosus, dos EUA
central para o Uruguai e Brasil; e R. lalandii, do oeste do Panama ao Uruguai e ao Brasil
(FIGUEIREDO, 1977; COMPAGNO,1984; Gadig 2001).

Devido o alto consumo e a venda desordenada dessas especies, torna-se
justificado a importancia de realizar um estudo detalhado, uma vez que estas espécies
estdo na lista atual da IUCN, sobre a morfologia testicular e caracterizacdo da
espermatogenese das espécies R. porosus e R. lalandii, permitindo compreender o
desenvolvimento  reprodutivo dos machos, comparando esse processo da

espermatogénese com o ciclo reprodutivo das fémeas destas espécies.


http://animalesamenazados.provita.org.ve/citas/43109/compagno-et-al-2005
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Material e métodos

Area de amostragem

Os exemplares foram provenientes de desembarques realizados por embarcacoes
da frota artesanal que opera com rede de emalhar e linha de méo na ilha de Itamaraca
litoral Norte Pernambuco e litoral de S&o Paulo, especificamente S&o Vicente, Guaruja e
praia Grande (Fig. 01). As amostragens foram realizadas mensalmente totalizando 12

meses.

ON

Fig.01- Mapa do Brasil, evidenciando as divisfes da costa, e destacando os locais de
coleta do presente estudo (Sudeste e Nordeste). Adaptado de (Gadig, 2001).
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Coleta de dados

Para este estudo, 0s animais obtidos mediante o desembarque foram
acondicionados em caixas de isopor 120l (Dimensdes: 495mm x 355mm) com gelo em
escama, posteriormente, levados ao Laboratorio de Etologia de Peixes no Departamento
de Pesca na Universidade Federal Rural de Pernambuco. De cada individuo foram
aferidos os comprimentos total (CT), pré-caudal (CP), furcal (CF) e interdorsal (ID) até
0s centimetros (cm) mais proximos, e pesados quanto ao seu peso total (PT) e peso
eviscerado (PE) em gramas (g).

Apos as afericbes, os tubarbes foram dissecados, retirando o aparelho reprodutor,
fixado em solucdo de formol neutro tamponado a 10% por 24 horas, em seguida o
material foi clivado e refixado por mais 24 horas. O aparelho reprodutor foi classificado
macroscopicamente em cinco estagios: Imaturo, em desenvolvimento, capaz de
reproduzir, ativo e regredindo de acordo com os critérios estabelecidos pela ICES
(2013) (Tabela 1). Os testiculos e epididimos coletados foram analisados de acordo com
a condicdo de desenvolvimento e seus comprimentos (cm), largura (cm) e peso (Q)

verificados.

Tabela 1- Classificacdo maturacional dos Machos para espécies viviparas.

Testiculo
Finos e delgados

Epididimo
Finos

Estagio
Imaturo

Clasper
Flexiveis, ndo
calcificados e

geralmente mais
curtos do que as
nadadeiras pélvicas

Em
desenvolvimento

Flexiveis,
parcialmente
calcificados e

Desenvolvidos, mas
ndo ocupando toda a
superficie do 6rgédo

Desenvolvidos

passando das epigonal
nadadeiras pélvicas
Capaz de se Rigidos, totalmente Totalmente Bem enovelados e
reproduzir calcificados e desenvolvidos e bem cheio de esperma
passando das irrigados
nadadeiras pélvicas
Ativo Rigidos e totalmente Totalmente Com presenca de
calcificados desenvolvidos esperma
Regredindo Rigidos e totalmente Flacidos Vazio e flacido.

calcificados e
passando das
nadadeiras pélvicas

Vesicula seminal
desenvolvida, mas
vazia.
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Analise histoldgica

No Laboratério de Técnicas Histopatoldgicas do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco, apds 24 horas de
fixacdo as amostras sdo clivadas e refixadas em formol neutro tamponado a 10% por
mais 24 horas, sendo, em seguida, transferidos para alcool a 70%, para conservacao.
Posteriormente os testiculos e epididimos foram entdo desidratados em etanol, em
concentragdes crescentes de 80%, 90%, 95% e etanol absoluto, diafanizados em alcool
butilico, impregnados e incluidos em paraplast.

Os blocos de paraplast foram entdo cortados em micrétomo tipo Minot (Leica),
ajustado para 5 micrometros (um) de espessura, com 0s cortes sendo, em seguida,
colocados em laminas, que foram mantidas na estufa a 37 °C durante 24 horas para a
secagem. Os cortes sdo entdo corados com hematoxilina/eosina-floxina. As imagens dos
cortes histologicos foram obtidas usando um microscépio biolégico Trinocular NIKON
50i, acoplado a um sistema de camera digital usado para capturar imagens

microscopicas.

Resultados

Descricdo macroscépica e caracterizacédo do aparelho reprodutor masculino

O aparelho reprodutor masculino para as duas espécies analisadas neste estudo,
Rhizoprionodon porosus (N=32) e R. lalandii (N=15) foi constituidos por dois testiculos
(associados ao 6rgao epigonal), dois epididimos, dois claspers, dois ductos deferentes,
vesicula seminal e glandula de Leydig. Sendo analisados histologicamente os testiculos
e epididimos.

Para ambas as espécies os testiculos se encontravam presos na parte dorsal
cranial da cavidade corporea, os epididimos se localizam, posterior aos testiculos e

ventralmente a coluna vertebral, na parede dorsal da cavidade corporal.
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O desenvolvimento testicular foi observado da porgdo cranial — caudal, na
superficie do 6rgdo epigonal, caracterizando o tipo de testiculo como diamétrico.

Do total de individuos coletados de Rhizoprionodon porosus foi observado: 8
imaturos, 4 em desenvolvimento, 1 capaz de reproduzir e 19 machos ativos e ndo foi
observado o estéagio regredindo.

O estagio imaturo foi caracterizado por apresentar testiculos finos e delgados
(Fig. 2A), com grande presenga do 6rgdo epigonal, com larguras que variavam de 0,3 a
1,6 cm e os claspers se apresentavam flexiveis. Os epididimos estavam delgados,
variando entre 0,1 a 0,2cm, com auséncia de fluido seminal.

Para os machos em desenvolvimento (Fig. 2B), os testiculos se apresentaram
desenvolvidos, apesar de ndo ocupar toda a superficie do 6rgéo epigonal, com larguras
que variavam de 0,6 a 1,2cm. O clasper desses animais estava parcialmente calcificado.
Os epididimos estavam evidentes, com largura de 0,2cm, nesse estégio, foi possivel a
extracdo de fluidos seminais.

Os machos capazes de reproduzir (Fig. 2C) tinham claspers calcificados, e estes
ja ultrapassavam a nadadeira pélvica. O testiculo se apresentava bem desenvolvido e
irrigado, com variacOes da sua largura de 0,8 a 1,5cm.

No estagio ativo (Fig. 2D), os claspers ja ultrapassavam a nadadeira pélvica e
assim como observado nos machos no estagio capaz de reproduzir, estes se encontravam
totalmente calcificados. Os testiculos maduros ocupavam toda a superficie do 6rgéo
epigonal, e estavam intensamente vascularizados e mais largos que o estagio anterior
com amplitude entre 1,5 a 2,0cm.

Para ambos os estagios, os epididimos estavam bastante espiralados e largos,

variando entre 0,5 a 0,7 cm. Além de abundéancia de fluido seminal.
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Figura 2- Foto dos testiculos dos tubardes Rhizoprionodon porosus, A —
Testiculo (T) e epididimo (Ep) imaturo. B- Testiculo em desenvolvimento, evidenciando
testiculo (T) e epidimo na cavidade celomatica. C- Testiculo capaz de reproduzir,
testiculo (T) e epididimo (Ep) maduro. D- Testiculo ativo, evidenciando testiculo

vascularizado e a pequena parte do 6rgdo epigonal (OE) na regido caudal.

Para espécie de R. lalandii dos quinze animais amostrados, oito se encontravam
no estagio imaturo, um em desenvolvimento, quatro capaz de reproduzir e um individuo
no estagio ativo. Assim como observado em R. porosus, ndo foram encontrado
exemplares no estagio regredindo.

Nos individuos imaturos, os claspers estavam finos e flexiveis, e néo
ultrapassavam a nadadeira pélvica. Os testiculos apresentavam largura variando de 0,1 a
0,3cm. Os epididimos estavam delgados, com amplitude de largura entre 0,1 a 0,2cm.
No estagio em desenvolvimento, os claspers estavam parcialmente calcificados, e os
testiculos se expandiram, mas ainda foi possivel perceber a nitida presenca de 6rgao
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epigonal. A largura testicular variou entre 0,3 a 0,5 cm, Os epididimos estavam
evidentes e amplos variando entre 0,2 a 0,3 cm. Nos estdgios capaz de reproduzir e
ativo, os claspers estavam completamente rigidos, testiculos direitos e esquerdos com
largura entre 0,5 a 0,7cm. Os epididimos estavam bastante enovelados, e alargados
variando entre 0,4 a 0,7 cm.

Para os exemplares de R. lalandii, ndo foi possivel a verificacdo da presenca ou

auséncia de fluido seminal, uma vez que, as amostra foram congeladas.

Descri¢do microscépica e caracterizacao do aparelho reprodutor masculino

Os tubarbes Rhizoprionodon porosus e Rhizoprionodon lalandii possuem
testiculos diamétricos, com caracteristica bem definida de desenvolvimento dos
espermatocistos maturando ao longo do didmetro do lobo testicular.

Os testiculos apresentam como unidade funcional os cistos seminiferos, onde se
encontram células da linhagem espermatogénica e células de Sertoli. A regido
intersticial observa-se a presenca de tecido conjuntivo frouxo, e vasos sanguineos. No
revestimento do testiculo, observa-se a tunica albuginea (Fig. 3A e B). No entantanto,
para espécie R. lalandi € possivel visualizar, abaixo da tanica albuginea, uma camada de
material amorfo (Fig 3B).

No padrdo de desenvolvimento testicular apresentado por ambas as espécies
observa-se uma porc¢do definida de zona germinativa na regido do envoltorio testicular

anterior, se contrapondo cistos com a presenca de espermatozoides na area marginal

posterior do testiculo (Fig. 3A e B).
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Fotomicrografia 3: A- Testiculo do tipo diamétrico da espécie R. porosus, setaindicando
a Tunica Albuginea; Zg-Zona germinativa; spz- Cistos com Espermatozoides. B- R.
Testiculo da espécie R.lalandii. Seta - indica material amorfo abaixo da tdnica
albuginea. spz- Cistos com Espermatozdides. Asterisco — indica zona intersticial.

Histologicamente nos testiculos dos machos imaturos estavam presentes
espermatocistos com espermatogdnias e espermatocitos tipo 1(Fig. 4 A e B). No estagio
em desenvolvimento, foi observado o inicio da delimitagdo da zona germinativa,
caracterizando o padrdo de desenvolvimento testicular didmetrico. Neste estagio foi
possivel visualizar cistos com espermatocitos 1 e 2 e espermatides (Fig. 4 C e D). Em
alguns cistos foi possivel evidenciar espermatides em inicio de alongamento
(eprmiogénese) e o inicio da formagao dos “clamps espermaticos” (Fig. 4 E e F).

Nos machos capaz de reproduzir e ativo, microscopicamente, apresentavam a
tunica albuginea mais espessa. Todas as células da linhagem espermaética foram
observadas (espermatogdnia, espermatocitos 1 e 2, espermatides e espermatozdides).

Entre os estagios capaz de reproduzir e ativo, foi observado uma diferenciagédo
histoldgica, onde no estagio ativo, ha uma maior quantidade de espermatocistos com a
presenca de espermatozdides, nos quais a parte da cabeca estava em direcdo a periferia e
as caudas voltadas para o limen (Fig. 4 G e H). Durante todo o periodo de coleta ndo foi
observado o quinto estagio descrito pela ICES (2013) “regredindo”.

Os epididimos, histologicamente, apresentam tubulos eferentes, ductos
extremamente tortuosos (Fig. 5A), com epitélio pseudoestratificado com células basais e
cilindricas ciliadas. Para a espécie R. porosus foi observado que nos ductos epidemarios
nos estagios capaz de reproduzir e ativo, a morfologia da cabeca dos espermatozoides
ndo diferiam entra as espécies. Em ambas as espécies a cabeca do espermatozoide
possue formato liso (Fig. 5B) e R. lalandii (Fig. 5D). Devido a conservacdo muitas

vezes apresentavam o epitélio despendido proximo a massa espermatica (Fig. 5D).
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Estagios Microscopia
R. porosus R. lalandii

Imaturo

Em
desenvolvi
mento

Capaz de
reproduzir

Ativo

Figura 4- Fotomicrografia dos testiculos dos tubarGes Rhizoprionodon porosus e R.
lalandii. A e B — Zona germinativa Zg (espermatogonias ). C e D — espermatocitos 1
(Spt 1) e 2 (Spt 11). E e F — Espermatides (Spd) e estrela (espermatides se alongando). G
e H- Espermatozoides (Spz) cabecas dos espermatozoides na regido periférica (seta) e
caudas voltadas ao lumen (estrela). Coloracéo: HE e Tricromico de Gomori.
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Fig 05. Fotomicrografia do Epididimo de tubardo Rhizoprionodon porosus e

lalandii maduro. A- Foto geral do epididimo do tubardo R. porosus, seta indicando 0s
ductos epidemarios. B- zoom do espermatozoide dentro da luz do tabulo epidemario,
evidenciando a cabega alongada do espermatozoide; estrela indicando epitélio
pseudoestratificado com estereocilios. C- Foto geral do epididimo do R lalandii. D-
zoom dos espermatozoides dentro da luz do tabulo epidemério, evidenciando a cabeca

alonga dos espermatozoides, seta indicando epitélio solto do ducto.
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Discusséo

A acomodacdo anatdbmica dos oOrgdos reprodutivos das espécies do género
Rhizoprionodon, vai de concordancia com os demais tubarfes, de acordo com Dodd,
(1983); Carrier; Pratt Jr.; Castro, (2004).

A disposicdo do desenvolvimento macrosccopio do testiculo nos tubarbes
associado ao 6rgdo epigonal, auxilia na identificacdo do tipo de testiculo apresentado
pelas espécies. Dois padrdes estdo descritos, 0 primeiro na posicao cranial-caudal que é
menos comum e foi descrito por Régo et al (2014) para G. cirratum, e o padrdo mais
observado entre os Charcharhiformes o padrdo de desenvolvimento caudal-cranial
(MATTHEWS, 1950, PRATT, 1988), o mesmo foi observado para o género
Rhizoprionodon. Esse tipo de desenvolvimento é caracteristico de testiculos
diamétricos. A espécie R. lalandii ja avia sido mencionado esse padréo testicular por
Régo e et al (2016). Seguindo 0 mesmo padrdo e R. porosus, entre outras familias de
tubardes também foram classificadas com testiculos diamétricos como, Triakidae
(ROGERS, 2013), Somniosidae, Centrophoridae (GIRARD et al., 2000) e
Hemiscyliidae (KASSAB et al., 2009).

Nos tubardes, na medida em que os individuos amadurecem, ocorre a maturacao
dos orgaos reprodutivos, com isso, comega 0 processo de vascularizagdo, e os testiculos
ficam mais espessos e largos. Esse fato acontece devido a maturacdo das células da
linhagem da espermatogénese (TESHIMA, 1981; GRIER, 1992; PARSONS, GRIER,
1992; REGO et al, 2016). O estudo feito por Parsons e Grier (1992), estima quatro
mudancas anuais que vao de acordo com o ciclo reprodutivo, para o presente trabalho
foi visto que a espécie por ndo apresentar estagio definido de regressdo, possui 0
processo espermatico continuo, apresentando aumento testicular em conjunto com o0s
dois ciclos reprodutivos descritos por Motta, et al (2007) e Mattos, et al (2001).

Outra caracteristica utilizada para identificacdo de maturacdo dos tubarGes € a
rigidez do clasper, na medida em que individuo cresce o grau de calcificacdo (rigidez)
dessa estrutura aumenta. Quando o clasper apresenta sustentacdo cartilaginosa bem
desenvolvida e calcificacdo avancada, tornando-o mais rigido, o individuo é considerado
adulto, e, portanto, apto a reproducdo (CLARK; VON SCHIMIDT, 1965). Porém em
1979, Pratt, observou que rigidez do clasper ndo era critério sufuciente para determinar
gue o animal se encontravam maduro, pois na sua pesquisa com Prionace glauca, ele

evidenciou que essa determinacdo teria que esta associada ao enovelamento do vas
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deferens. De acordo com os resultados amostrados, a identificacdo da rigidez do clasper
compativel a maturidade avancada do testiculo.

Os testiculos R. porosus e R lalandii possuem a mesma caracteristica descrita
por Régo et al (2016) para R. lalandii capturados no litoral de Fortaleza e para R.
Terranovae (LOEFER; SEDBERRY 2003) que observou uma forma alongada e
achatada em estdgios imaturos e mais cilindricos e arredondado para estagios mais
desenvolvidos.

Conforme descrito por Grier (1992), na zona germinativa dos testiculos de
ambas as espécies, observa-se a area de recrutamento dos cistos espermaticos, pela
associacdo da espermatogonia e célula de Sertoli (Fig 4 A e B). Através do processo de
mitose, a zona germinativa mantém, um suprimento de espermatogbnia como células
troncos, 0 que permite a continuidade da formagdo de cistos ao longo da vida
reprodutiva do animal. Loir et al. (1995), também observou que as Espermatogonias e
células de Sertoli permanecem inicialmente livres dentro do tecido intersticial do
testiculo e se torna embutidas por uma membrana basal para formar o espermatocisto
(PARSONS E GRIER, 1992).

Corroborando com trabalho de Régo et al (2016) que observou que em todos 0s
estagios maturacionais para R. lalandii exibiram espermatocistos com espermatogonias,
espermatocitos e espermatides, exceto o estagio imaturo. Rojas (2003), em um estudo
com tubardo Mustelus schmitti, também observou que em testiculos imaturos as
espermatides e espermatozoides estavam ausentes. No entanto, em Centrophorus
squamosus (GIRARD et al., 2000), Mustelus Manazo e Mustelus griseus (TESHIMA,
1981), observou espermatocistos com espermatides e espermatozoides foram
observados em individuos imaturos.

O presente estudo observou para a espécie R. porosus e R. lalandii possuem
espermatozoides com as cabecas em forma de linha reta, como observado para as
espécies Scyllium canicula e S. catulua, Metten (1939) e Moore (1895) que descreveram
que as cabecas dos espermatozdides sdo em forma de linha reta e ndo em forma de
espiral, aspecto observado em Mustelus manazo, M. griseus, como também em
Cetorhinus maximus, Cacharhinus dussumieri, Galeorhinus japonicus, Rhinobatus
schlegeli, Scylliorhinus canicula, Mustalus canicula e Prionacea glauca (METTEN,
1939; TESHIMA 1981; REGO et al, 2016). Segundo Wourms (1977), para 0s
condrichthyes, a configuracdo espiralada dos espermatozoides, possivelmente lhes

possibilita vantagens de movimentagdo no meio em que vivem, como movimentos para
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frente e para tras. Individuos em estagio regredindo ndo foram observados, talvez por
causa do fato de que fémeas prontas para a copula podem ser encontradas a qualquer
periodo do ano (MATTOS et al, 2001).

Assim sendo necessaria uma busca mais detalhada com relacdo a auséncia deste
estagio com 0 acumulo ou ndo de espermatozoide nas glandulas oviducais. Outro ponto
bem expressivo nessa pesquisa é que para o genero Rhizoprionodon é quase que
imperceptivel & diferenca entre os estagios capaz de reproduzir e ativo, levando-nos a
entender que logo apds seu desenvolvimento maturacional o animal ja esta pronto para
se reproduzir. 1sso pode ser bem compreendido quando comparamos trabalhos de
biologia reprodutiva do género que afirmam que as fémeas estdo prontas para reproduzir
a qualquer periodo do ano (MOTTA et al, 2007 e MATTOS et al, 2001).

Nos testiculos do R. lalandii foi observado uma camada amorfa na regido da
tunica albuginea, que caracteriza uma lesdo inflamatoria por infiltrado celular e edema
nesta regido. Esse tipo de observacdo ainda ndo foi descrito por nenhum autor ate 0s

dias atuais.
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3 Consideracoes finais

O objetivo deste trabalho foi caracterizar os aspectos morfolégicos do aparelho
reprodutor de duas espécies de tubardes de pequeno porte, que sdo severamente
exploradas na costa brasileira, com o intuito de entender melhor as estratégias
reprodutivas desses animais, para que com isso seja possivel uma melhor gestdo desse
recurso pesqueiro. Para ambas as espécies os testiculos se encontravam presos na parte
dorsal dianteira da cavidade corporea, os epididimos se localizam, posterior aos
testiculos e ventralmente a coluna vertebral, na parede superior da cavidade corporal.

O desenvolvimento testicular foi observado da porcdo cranial — caudal, na
superficie do 6rgdo epigonal, caracterizando o tipo de testiculo como diamétrico.

O entendimento morfoldgico para essas espéecies costeiras é de fundamental
importancia, uma vez que, esses animais, por terem baixa fecundidade e maturacdo
sexual tardia, sdo mais susceptiveis a sobrexploracéo.

Com o entendimento da morfologia testicular dos tubarbes do género
Rhizoprionodon que habitam a costa brasileira, podemos observar que a diferenca entre
0s estagios capaz de reproduzir e ativo é minima, corroborando com os trabalhos de
biologia reprodutiva das espécies que afirmam que as fémeas apds a maturacdo estdo

prontas a reproduzir qualquer época do ano.
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