BRENDA STEFANY DOS SANTOS BRAGA

Desenvolvimento embrionario de Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766)

(Chelonia: Kinosternidae): ontogénese das gonadas masculina e feminina

Belém — PA

2016



BRENDA STEFANY DOS SANTOS BRAGA

Desenvolvimento embrionario de Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766)

(Chelonia: Kinosternidae): ontogénese das gonadas masculina e feminina

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado no
Colegiado do Curso de Bacharelado em Ciéncias
Biologicas, Modalidade Biologia da Universidade
Federal do Pard, como requisito parcial para
obtencdo do grau de Bacharel em Biologia.

Orientadora: Prof?. Dr2. Veronica Regina Lobato de
Oliveira Bahia

Co-orientacdo: Profd Dr® Diva Anelie de Araujo
Guimaraes

Belém — PA

2016



BRENDA STEFANY DOS SANTOS BRAGA

Desenvolvimento embrionario de Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766)

(Chelonia: Kinosternidae): ontogénese das gonadas masculina e feminina

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado no
Colegiado do Curso de Bacharelado em Ciéncias
Biologicas, Modalidade Biologia da Universidade
Federal do Para, como requisito parcial para
obtencdo do grau de Bacharel em Biologia.

Orientador:
Prof?. Dr2. Veronica Regina Lobato de Oliveira Bahia
Instituto de Ciéncias Bioldgicas — UFPA
Co-orientador:
Prof? Dr2 Diva Anelie de Araujo Guimaraes

Instituto de Ciéncias Bioldgicas

Avaliador:
Profé. Dr2. Maria Auxiliadora Ferreira Pantoja

Instituto de Ciéncias Bioldgicas - UFPA

Avaliador:

Prof2 Dr2 Simone do Socorro Damasceno Santos

Instituto de Ciéncias Biol6gicas — UFPA

Belém — PA

2016



"E preciso correr tudo o que vocé puder, para se
manter no mesmo lugar. Se vocé deseja ir em
outro lugar, vocé deve correr pelo menos duas
vezes mais rapido que isso!"

Alice no Pais das Maravilhas



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, por toda dedicacdo, ensinamentos, amor e compreensao passados a mim.
A minha irma pela protecdo, e a toda minha familia pelo apoio incondicional e por fazer das

minhas suas alegrias.

A minha orientadora de TCC e de vida académica, Prof?. Dr?. Verdnica Regina Lobato
de Oliveira Bahia, obrigada por toda paciéncia, pelo carinho, por todo conhecimento

transmitido a mim e por sempre crer nos seus alunos.

A querida Prof2. Dr2, Diva Anelie de Aradjo Guimaraes, por ter acreditado em mim e
me permitido entrar no mundo da pesquisa com a minha primeira bolsa de Iniciacéo cientifica,

e por tantas outras posteriores, obrigada pela paciéncia e confianca.

A Embrapa Amazénia Oriental do Campus de Salvaterra, pela concessdo das amostras

utilizadas neste trabalho.

Ao Laboratério Multidisciplinar da Biologia a distancia e ao Laboratdrio de Técnicas

Histologicas, pelo espaco concedido a mim para a realizacdo deste trabalho.
A Universidade Federal do Para pela concessao das bolsas de iniciagéo cientifica.

A todos meus queridos amigos de graduacdo, pelas viagens e diversos momentos de
descontracdo e pelos “365 dias de beira”, obrigada Lorena, Raissa, Yuri e principalmente

Marilia pela amizade e por seus conselhos.

A todos meus amigos de laboratério Ailin, Aliceane, Bianca, Cereja, Cynthia, Gabriella,
Gabriel e Thiago, por todos os nossos momentos divertidos e todas as nossas discussdes

académicas.
As minhas amigas Stefany e Ana, por anos de amizade e apoio.

E a todos Professores, técnicos, alunos e colegas que contribuiram de forma direta ou

indireta para realizacdo desta etapa de minha vida.



SUMARIO

EPIGRAFE ...ttt ettt s sttt ettt n et s i
AGRADECIMENTOS ....ooouiviiieeeesisee sttt ene s ss st seneees i
LISTA DE FIGURAS ..ottt tee ettt sttt iv
LISTA DE ABREVEATURAS ......ooviieiseee et es sttt sne s v
RESUMO ...ttt sttt n e sse et s vii
ABSTRACT ..ottt s sttt an s s ettt en e viii
LN RT0] 51U 107X TSR 1
(0] =] = 1 17/ OO 8
MATERIAL E METODOS .......coovuiiiiesieeisistesiieiesississsesessessessssssesssssssssssssssssssesssassssensnsnsnens 9
RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....oovviiieeeeisieinieieesessesses s sensesss s sasssssesses s s 10
CONCLUSOES ..ottt sttt ettt s st 38

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o et e e e e e eree e er e esaes e e s 39



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Individuo adulto de KinosSternon SCOrPIOides. ........cooovrirriererierenine e 3
Figura 2 - EmbriGes de K. scorpioides nos estagios 9 e 10 de desenvolvimento embrionario..
.................................................................................................................................................. 11
Figura 3 - EmbriGes de K. scorpioides nos estagios 11 e 12 de desenvolvimento embrionario..
.................................................................................................................................................. 13
Figura 4 - EmbriGes de K. scorpioides nos estagios 13 e 14 de desenvolvimento embrionario..
.................................................................................................................................................. 15
Figura 5 - EmbriGes de K. scorpioides nos estagios 16 a 17 de desenvolvimento embrionario..
.................................................................................................................................................. 17
Figura 6 - EmbriGes de K. scorpioides nos estagios 19 e 20 de desenvolvimento embrionario..
.................................................................................................................................................. 20
Figura 7 - Embrides de K. scorpioides nos estagios 21 e 22 de desenvolvimento embrionario..
.................................................................................................................................................. 22
Figura 8 - Embrides de K. scorpioides nos estagios 23 e 24 de desenvolvimento embrionario..
.................................................................................................................................................. 24
Figura 9 - Embrides de K. scorpioides nos estagios 25 e 26 de desenvolvimento embrionario..
.................................................................................................................................................. 26
Figura 10 - Anélises morfométricas comparando o comprimento da carapaga ...................... 29
Figura 11 - Anélises morfométricas comparando o comprimento da plastréo...............c.c....... 29
Figura 12 - Vista ventral das gonadas de K. SCOrpIOIdes.........ccocvvviieieiiieieeieee e 30
Figura 13 - Vista ventral da gonada direita de K. SCOrpioides ...........ccevvevveieiiiciievecie e 31
Figura 14 - Comprimento (mm) e largura (mm) das gbnadas nos estagios de desenvolvimento
T 4]0 T AT ] =T T J SO 32
Figura 15 - Cortes histologicos das gonadas indiferenciadas.............cccccevveiieiiieieeiecieseenne 33
Figura 16 - Génada feminina durante 0 TSP (eStagio 21) .......ccccccevieieiiieieeieeie e 34
Figura 17 - Génada feminina de animais recém-eclodidos ...........cccvveiieieeiiiic i 35
Figura 18 - G6nada masculina durante 0 TSP (eStAgi0 22) .......c.ccoierieerereienieneee e 36

Figura 19 - Gonada masculina de animais recém-eclodidos ............cccoovvireiiieneneiincseesees 37



LISTA DE ABREVIATURAS

Borda lateral da carapaca - bd ca
Broto do membro anterior - br ma
Broto do membro posterior - br mp
Carapaca — ca

Caruncula - cr

Células germinativas - Cg
Corddes medulares - cm
Cristalino - cr

Digitos — dg

Dobras de pele — db pe

Epitélio germinativo - Eg
Escudos epidérmicos - es
Escudos marginais - es mg
Escudos peitorais - es pt
Escudos pleurais - es pl

Escudos vertebrais - es vt
Foliculos primordiais - fp
Garras — ga

Gonada esquerda — GoE

Gonada feminina - GoD @
Gonada masculina - GoD &
Hérnia umbilical — he

Intestino delgado — Id

Intestino grosso — Ig



Iris - ir

Mandibula — md

Membrana cloacal — co
Membrana interdigital — mb id
Palpebra inferior - pa if
Palpebra superior - pa sp
Papilas cutaneas - pp ct
Periodo termo sensivel — TSP
Placas digitais - pl dg
Plastréo - pl

Ponte — po

Primeira fenda faringea — 1 fe
Primeiro arco faringeo — 1 ar
Primérdio cardiaco — pr ca
Processo caudal - pc cd
Processo frontal — pc fr
Processo mandibular - pc md
Processo maxilar - pc mx
Processo nasal - pc ns
Processo occipital — pc oc
Protuberancia urogenital - pr ug
Pupila—pu

Regido cortical — co

Regido medular - me

Rudimento 6tico - rd oti



Segundo arco faringeo — 2 ar
Terceiro arco faringeo — 3 ar
Tubulos seminiferos — ts
Tulnica albuginea - ta

Quarto arco faringeo — 4 ar
Vasos sanguineos — vs

Vesicula optica - vs opt

vii



viii

RESUMO

O Kinosternon scorpioides, espécie conhecida vulgarmente como mugua, é bastante
consumida na regido norte do Brasil e principalmente na Ilha do Marajo. As populacdes
tradicionais os utilizam como fonte alternativa de proteina, e ndo ha estudos que indiquem o
tamanho real das populagcfes desses individuos. Sabe-se que esta espécie apresenta grande
aptiddo zootécnica, porém existem empecilhos que dificultam a criacdo destes animais em
cativeiro, como a caréncia de estudos a respeito da sua biologia reprodutiva. Assim o intuito
deste trabalho foi estudar o desenvolvimento embrioldgico macroscépico de K. scorpioides.
Além de caracterizar morfologicamente a organogénese das gonadas desta espécie, fornecendo
subsidios para a compreensao de diversos fatores relacionados ao seu manejo reprodutivo. O
trabalho foi realizado no Campus Experimental Emerson Salimos - CEMES/BAGAM/Embrapa
(Salvaterra, Para, Brasil). Foram coletados de um a trés ovos fertilizados para cada fase de
desenvolvimento. Os embriGes, a partir do 35° dia de incubacao, tiveram o seu sistema reprodutor
dissecado, e as gonadas fixadas foram encaminhadas para processo histoldgico. Dados do
Instituto Nacional de Meteorologia foram utilizados para determinar as variaveis ambientais. Realizou-
se a morfometria do comprimento, largura da carapaca, plastrdo e das génadas. Do 1° ao 15° dia de
incubacdo, dos estagios 1 até o estagio 8, ndo foi possivel diferenciar as caracteristicas morfoldgicas
visiveis a lupa. Os estagios 9 a 12, foram classificados pela presenca de determinados nimeros
de arcos branquiais, vesicula Optica e 6tica, além de membros. J& os estagios 13, 14, 16 e 17
foram marcados pela evidente pigmentacdo ocular, morfologia dos membros, além da
morfologia e aparecimento da carapaca e da protuberancia urogenital. Nos estagios 19 a 22
notou-se a presenca dos digitos nas placas digitais indo além na membrana interdigital nos
membros, e pigmentacdo ao longo do corpo. Por fim, nos estagios 23 a 26 foram determinados
a presenca dos digitos nos membros, pigmentacdo densa no corpo, além do desaparecimento da
protuberancia urogenital e da hérnia umbilical. Comparando os periodos de incubacdo com as
temperaturas médias da regido, observou-se que ovos incubados em meses mais quentes apresentaram
um menor tempo de incubacdo e embrides de menor tamanho. Quanto a morfometria, as medidas de
comprimento das génadas e das demais estruturas apresentaram uma tendéncia a linearidade.
As gbnadas foram vistas na porcdo dorsal da cavidade celomatica inferior, ventromedial aos
rins. Durante a incubacao, a partir do estagio 16, ndo foram vistas diferencas estruturais, apenas
o crescimento destes 6rgdos. Apds a eclosdo as gonadas femininas possuiam superficie irregular
e as masculinas superficie lisa. A analise histol6gica mostrou que nos embrides até o estagio 21
(50 dias de incubacédo) as gbnadas estavam indiferenciadas, com a presenca de um epitélio
germinativo periférico e um macico de células germinativas. Apds o estagio 22 (50 dias de
incubacdo) observou-se génadas diferenciadas. Os ovarios apresentaram cortex com foliculos
primordiais de diferentes tamanhos e medula com um estroma rico em vasos. Os testiculos
possuiam tanica albuginea na regido cortical e o epitélio seminifero na regido medular. Os
resultados encontrados fornecerdo subsidios para a melhoria do manejo reprodutivo e poderao
ser utilizados em estudos futuros a respeito da incubacdo, ecloséo e determinacédo sexual de K.
scorpioides.

Palavras-chave: mugud, embriologia, gbnadas, morfometria.



ABSTRACT

The Kinosternon scorpioides, a species commonly known as mucud, is widely
consumed in the north of Brazil and mainly in the Maraj6 Island. Traditional populations use it
as an alternative source of protein, and there are no studies that indicate the real size of the
populations of these individuals. It is known that this species presents great zootechnical
aptitude, but there are obstacles that prevent the creation of these animals in captivity, as the
lack of studies on their reproductive biology. The aim of the present study was to study the
macroscopic embryological development of K. scorpioides, in addition to characterizing the
organogenesis of the gonads of this species, thus providing subsidies for the understanding of
several factors related to the reproductive management of these animals. The work was carried
out at the Emerson Salimos Experimental Campus - CEMES / BAGAM / Embrapa (Salvaterra,
Pard, Brazil). We collected one to three fertilized eggs for each stage of development. The
embryos, from the 35th day of incubation, had their reproductive system dissected and the
gonads were fixed and sent to the histological process. Data from the National Institute of
Meteorology were used to determine the environmental variables. In addition, measurements
of length, carapace width, plastron and gonads were made. From the 1st to the 15th day of
incubation, from stage 1 to stage 8, it was not possible to differentiate the morphological
characteristics at a magnifying glass. Stages 9 to 12 were classified by the presence of certain
numbers of gill arches, optic and otic vesicles, as well as limbs. Stages 13, 14, 16 and 17 were
marked by evident ocular pigmentation, limb morphology and morphology and appearance of
the carapace and urogenital protuberance. In stages 19 to 22 the presence of the digits on the
digital plates going beyond the interdigital membrane in the limbs and pigmentation along the
body. Finally, in stages 23 to 26 were determinants the presence of the digits in the limbs, dense
pigmentation in the body, besides the disappearance of the urogenital protuberance and the
umbilical hernia. In comparing the incubation periods with the average temperatures of the
region, it was observed that eggs incubated in warmer months showed a shorter incubation time
and embryos of smaller size. As for morphometry, the length measurements of the gonads and
other structures showed a tendency to linearity. The gonads were seen in the dorsal portion of
the inferior celomathic cavity, ventromedial to the kidneys. During the incubation, from the
stage 16, structural differences were not observed, only the growth of these organs. After
hatching the female gonads had irregular surface and the male gonads had smooth surface.
Histological analysis showed that in the embryos up to stage 21 (50 days of incubation) the
gonads were undifferentiated with the presence of a peripheral germinal epithelium and a mass
of germ cells. After stage 22 (50 days of incubation), differentiated gonads were observed.
Ovaries presented cortex with primordial follicles of different sizes and medulla with a stroma
rich in vessels. Testicles had tunica albuginea in the cortical region and the seminiferous
epithelium in the medullar region. The results obtained will provide subsidies for the
improvement of reproductive management and may be used in future studies on the incubation,
hatching and sexual determination of K. scorpioides.

Key words: mucud, embryology, gonads, morphometry.



1. INTRODUCAO

Diante da diversidade de grupos biol6gicos que comp8em o ecossistema amazoénico,
0s queldnios talvez sejam uns dos taxons mais ameacados de extingcdo. Fendmeno esse
acarretado por varios fatores, tais como: a apreciacdo da sua carne e Ov0S para consumo
humano; a descaracterizacdo de habitats; as baixas taxas de crescimento, maturidade sexual
lenta, juntamente com periodos de vida longos; e as baixas taxas de substitui¢cdo de individuos
na populacdo (Pough et al., 1993; Vogt, 1994), gerando oscila¢bes nos niveis populacionais
destes espécimes.

Durante muitos anos, esses animais tem sido fonte de proteina da dieta de populagdes
humanas que vivem em locais mais distantes dos grandes centros urbanos (Silva, 2011). No
Brasil a carne de queldnio é bastante consumida por populagdes tradicionais, na regido
amazonica os queldnios mais explorados sdo: a tartaruga-da-Amazénia (Podocnemis expansa),
0 tracaja (Podocnemis unifilis) e o mugua (Kinosternon scorpioides) (Brito & Ferreira, 1978;
Alho, 1985; Palha et al., 1999; Castro, 2006).

A espécie K. scorpioides, € um réptil da ordem dos queldnios, da familia
Kinosternidae, € uma das tartarugas brasileiras que engloba as chamadas tartarugas-do-lodo
pelo habito de viverem na lama, ou tartarugas almiscaradas, devido ao forte cheiro de almiscar
que exalam quando atacadas. E uma das menos conhecidas pela ciéncia e, provavelmente, uma
das mais ameacadas (Marques et al., 2008).

O K. scorpioides habita campos alagados, e na llha do Marajo sdo bastante comuns.
Estes queldnios sdo intensamente consumidos pelas populacGes tradicionais da ilha, onde ha
relatos de que as suas popula¢Ges vém diminuindo consideravelmente. Porém ndo existem
estudos que comprovem o tamanho dessas populag¢fes no arquipélago e nem sobre as taxas de
renovacdo desses estoques (Castro, 2006).

Esta espécie desperta interesse como alimento e op¢éo de renda, tanto para a pequena
producdo familiar ou comunitaria, como também para a criacdo em cativeiro, uma vez que
possui grande aptiddo zootécnica, como por exemplo, a capacidade de se reproduzir muito bem
em cativeiro e responder aos insumos para ganho de peso (Marques et al., 2008).

Existem diversas ag0es conservacionistas que se esforcam para preservar as
populacdes de queldnios, visando preservar o seu habitat, integrando as comunidades de areas
vizinhas e gerando renda alternativa para as mesmas (Pough et al., 2001; Ferry, 2002). Segundo
Conway (1980) a criagdo em cativeiro de forma conservacionista apresenta grande importancia,

pois alem de facilitar a realizacdo de pesquisas, promove o desenvolvimento da educagdo



ambiental. Além de constituir uma reserva genética que pode ser manuseada junto com as
populagdes naturais.

Vérios autores reconhecem a ameaca de extincdo, a importancia econémica e a
insuficiéncia de dados bibliograficos a respeito de K. scorpioides, especialmente sobre os
aspectos morfoldgicos reprodutivos e nutricionais (Vogt et al., 2001; Castro, 2006; Marques et
al., 2008; Silva, 2011). Uma solucédo para isto seria a criagdo em cativeiro, pois facilitaria o
consumo aumentando assim a renda, contribuindo com a conservacao das espécies (Vanzolini
et al., 1980; Acufia-Mesén, 1994), uma vez que na auséncia de criacBes comerciais no Brasil,
0 suprimento se faz de forma ilegal, sendo retirado diretamente da natureza.

A criacdo comercial desta espécie é autorizada pelo IBAMA desde 2008
(IN169/2008), e os estudos sobre o manejo ex-situ estdo sendo conduzidos na Embrapa
Amazonia Oriental, com a finalidade de promover alternativas sustentaveis de alimento, fonte
de renda e educagdo ambiental as comunidades tradicionais marajoaras.

No entanto, para a criagdo em cativeiro de espécies como K. scorpioides ha
necessidade do melhor entendimento do desenvolvimento embrionario. Para isso é importante
avaliar os eventos relacionados a embriologia da espécie e, consequentemente, compreender as

condicBes necessarias para a incubacgdo e eclosdo dos ovos desse queldnio.

1.1. ASPECTOS BIOLOGICOS DO MUCUA

K. scorpioides é uma tartaruga da Familia Kinosternidae, sua distribuicao geogréafica
se estende por grande parte do continente Americano, ocorrendo no México, América Central,
Bolivia, Peru, Venezuela, Equador, Colémbia, Brasil, Guianas, Guiana Francesa, Suriname,
Paraguai e Argentina (Pritchard, 1964; Fretey, 1976; Vanzolini, et al. 1980; Freiberg, 1981,
Pritchard & Trebbau, 1984; Savage & Villa, 1986; Ernest & Barbour, 1989; Soriano, et al.
1997).

No Brasil pode ser encontrado no Amapda, Pard, Maranhdo, Rondbénia, Acre,
Amazonas, Mato Grosso, Tocantins, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Piaui, Ceara, Paraiba,
Alagoas, Goias e Minas Gerais (Vanzolini et al., 1980; Rocha & Molina, 1987; Molina &
Rocha, 1996; Garrone, 2006; Costa et al., 2009; ICMBIO, 2010). Apresenta duas subespécies:
K. scorpioides scorpioides distribuida nas regides norte, nordeste, centro-oeste e sudeste, e K.
scorpioides carajasensis encontradas perto da Serra dos Carajas (Rocha & Molina, 1987; Berry
& Iverson, 2001).



A espécie é de facil identificacdo por apresentar trés quilhas longitudinais na
carapaca estreita, e a cabeca é um pouco larga, com o queixo forte e arqueado (figura 1)
(Pritchard, 1964; Fretey, 1976; Vanzolini, et al. 1980; Freiberg, 1981; Pritchard & Trebbau,
1984; Savage & Villa, 1986; Ernest & Barbour, 1989; Soriano et al., 1997). O plastrdo largo é
ligado a carapaca através de pontes, onde existem lobos articulados por uma &rea central como
uma mola (chamada dobradiga), podendo mover-se, servindo para protecdo (Pritchard, 1964;
Freiberg, 1981; Ernest & Barbour, 1989; Pritchard & Trebbau, 1984; Berry & Iverson, 2001).

©Henrique Nogueira

Figura 1: Individuo adulto de K. scorpioides.

A carapaga apresenta cor que varia do marrom ao verde oliva, a cabega pode ser
marrom, cinza ou preta com mancha de padrdo creme, vermelho, amarelo, laranja e rosa
(Pritchard & Trebbau, 1984; Berry & Iverson, 2001). As patas e cauda sdo cobertas por uma
pele de cor cinza. Em muitos individuos machos, na ponta da cauda observa-se um apéndice

corneo como um escorpido (Pritchard, 1964; Mahmoud, 1967; Berry & Iverson, 2001).

1.2. ASPECTOS REPRODUTIVOS DO MUCUA

Os mucuds apresentam dimorfismo sexual, onde os machos adultos sdo maiores que
as fémeas (Barreto et al., 2009). Além de possuirem plastrdo concavo e a cauda maior e mais
grossa, enguanto nas fémeas o plastrdo encontra-se plano e a cauda mais curta (Carvalho et al.,
2010).



A maturidade sexual dos machos, em vida livre, ocorre entre quatro a sete anos, e das
fémeas entre cinco a oito anos (Mahmoud, 1967). O acasalamento pode ocorrer em qualquer
época do ano, a reproducéo é sexuada. O macho segura a fémea com as quatro patas e a cauda,
e fica com o pescoco inteiro esticado (Molina, 1992). Em cativeiro os machos maiores formam
haréns (Rodrigues et al., 2014).

O periodo de desova desta espécie se estende de margo a agosto na regido norte e
sudeste do Brasil, sendo 0os meses de junho a julho os que apresentam maior quantidade de
posturas, caracterizando uma reproducdo sazonal (Rocha & Molina, 1990; Castro, 2006;
Arauljo, 2009). As fémeas pdem ovos em buracos na terra, cavados com as patas traseiras. Em
média séo trés ovos por posturas (Marques et al., 2008). Os ovos sao elipsoides pesando de 6,8
a 11,8 g. A incubacdo artificial pode durar até 266 dias (Rocha & Molina, 1990).

Depois de um periodo de quatro a cinco meses, o filhote nasce medindo entre 3 e 4
centimetros de comprimento da carapaca, pesando entre 6 € 8 g. A casca € rompida com um
tipo de dente que possuem abaixo das narinas, chamado ovorruptor (carincula) e vdo em
direcdo a agua (Rocha & Molina, 1990).

Carvalho et al. (2010) descreveram o aparelho reprodutor masculino de K.
scorpioides formado por: testiculos pares de aspecto ovoide, com tamanho e coloracdo
variaveis, o que pode estar relacionado ao tamanho e atividade reprodutiva desses animais.

Os testiculos foram vistos situados no interior da cavidade celomatica,
craniolateralmente a cintura pélvica, dispostos assimetricamente em cada lado da linha média,
com o direito se apresentado mais cranial ao esquerdo; o epididimo localizado dorsalmente a
superficie medial de cada testiculo, observados como estruturas delicadas, que dao continuidade
aos ductos deferentes, os quais séo estruturas simples, com trajeto convoluto se estendendo
desde o epididimo até a cloaca, seguindo lateralmente aos ureteres e pénis. Este é visto como
um 6rgdo muscular impar, localizado no assoalho da cloaca, envolvido por uma delgada
membrana (Carvalho et al., 2010).

O sistema reprodutor feminino de K. scorpioides foi descrito por Machado Junior et
al. (2006) e Chaves et al. (2012) e é composto por: ovarios pares dispostos simetricamente,
vistos dorsalmente aos rins, na parte caudal da cavidade celomatica. Sendo constituidos de duas
massas de coloragdo amarelo-ouro, com foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento
na sua superficie e pelos ovidutos, igualmente desenvolvidos, contorcidos, estendidos desde as
proximidades de cada um dos ovarios até a parede lateral da cloaca (Machado Junior et al.,
2006; Chaves et al., 2012).



Entretanto, até o presente momento, os estudos a respeito da biologia reprodutiva de
K. scorpioides ndo abrangem o seu desenvolvimento embrionario macroscépico externo t&o
pouco o desenvolvimento gonadal. Existindo assim diversas lacunas para a compreensao de

fatores importantes na determinacdo sexual nesta espécie.

1.3. EMBRIOLOGIA DE QUELONIOS

Estudos da embriologia de répteis, principalmente em quelénios, tém focado na
determinacdo e padronizacdo de tabelas de desenvolvimento embrionario (Yntema, 1968,
Packard et al., 1977; Miller, 1985; Beggs, et al., 2000; Tokita & Kuratani, 2001; Greenbaum,
2002; Greenbaum & Carr, 2002; Okada et al., 2011; Cordero & Janzen, 2014). Essas tabelas
sdo baseadas nas mudancas morfoldgicas iniciais e nas alteracdes anatdbmicas que 0s animais
sofrem no decorrer da embriogénese.

Em queldnios, a determinacdo dos estagios de desenvolvimento é baseada nos
registros de caracteristicas morfoldgicas especificas, associadas as condi¢fes ambientais de
temperatura.

Yntema (1968) padronizou uma tabela de desenvolvimento embrionario para
queldnios, com base em embribes de Chelydra serpentina, onde foram determinados 26
estagios de desenvolvimento. Neste trabalho, Yntema (1968) definiu dois periodos principais:
um antes da postura e outro ap6s a mesma; o primeiro periodo termina com o embrido em
gastrula, com o canal cordomesodermal aberto. A fase de pos-postura, segundo periodo, pode
ser subdividida em trés periodos, que sdo: o periodo inicial do estagio 0 ao estagio 3; o periodo
dos somitos (4-10); e o periodo dos membros (11-26). A tabela 1 ilustra os periodos de postura
de Yntema (1968) de forma mais detalhada.



Tabela 1: Periodos de desenvolvimento embrionario estabelecidos por Yntema (1968).

Periodos Fases Caracteristicas

1° Antes - Inicia-se com a fecundacdo e termina com

dapostura - embrido em gastrula com o canal
cordomesodermal aberto.

2° Apobs a

postura

1° fase: estagio0a 3

2° fase: estagio de 4
alo

3° fase: estagio de
11a26

Surgimento do blastoporo, finalizacdo da
géstrula e aparecimento do sulco neural.

Aparecimento dos somitos, do processo
cefdlico, da wvesicula Optica, dos arcos
faringeos, do rudimento ético, do coragéo, dos
brotos dos membros, do processo caudal e
mandibular.

Surgimento e diferenciacdo dos membros, do
processo maxilar, da carapaca e plastrdo.
Aparecimento e dispersdo da pigmentacéo.

A partir deste estudo, outros pesquisadores publicaram trabalhos com tabelas de
desenvolvimento embrionario para diversas espécies de quelbnios, seguindo os padrdes
estabelecidos por Yntema (1968), como: Packard et al. (1977), Miller (1985), Beggs et al.

(2000), Greenbaum & Carr (2002), Cordero & Janzen (2014).

Durante o desenvolvimento embrionario, fatores como: temperatura, umidade e
oxigenacdo sdo variaveis de grande importancia na embriogénese dos queldnios, pois
influenciam diretamente a taxa de desenvolvimento, duracdo da incubacdo, tamanho dos
filhotes, metabolismo, comportamento e principalmente determinacéo sexual (Gettinger et al.,
1984; Bull, 1985; Leshem & Dmi’el, 1986; Miller et al., 1987; Cagle et al., 1993; Greenbaum,

2002; Okada et al., 2011).



1.4. DESENVOLVIMENTO GONADAL

Com o perpassar do processo reprodutivo, os quelonios tém de buscar locais de
desova que apresentem fatores fisicos que garantam abrigo para seus ovos e o calor necessario
para garantir a incubacéo e a eclosdo dos filhotes, principalmente para as espécies que possuem
determinacéo sexual dependente das caracteristicas ambientais (Ferreira-Junior, 2009).

A determinacdo sexual de quelénios dependente da temperatura pode também ser
influenciada por outros vérios fatores, tais como: localizacdo, composi¢do, tamanho, coloragdo
e granulometria do sedimento do ninho (Bull & Vogt, 1981; Mrosovsky & Provancha, 1989;
Ackerman, 1997). Além disso, o aquecimento metabolico do ninho pode ser afetado pelo
nimero de ovos de uma desova (Ackerman, 1997), condicdes climéticas (Naro-Maciel et al.,
1999), local de desova (Miller et al., 2004), profundidade do ninho e a vegetacao local (Ferreira
Jr., 2003).

Entre o 20° e 40° dia ocorre a determinacdo sexual (Wibbels, 2003), nesse periodo,
a temperatura influencia ou determina, a sintese de enzimas (como Aromatase e SOX9) que
irdo atuar na diferenciacdo dos sexos (Pieau, 1996). Em temperaturas mais elevadas ocorre o
desenvolvimento de fémeas, enquanto que em situacdo inversa, ha maior geragdo de machos
(Ackerman, 1997; Naro-Maciel et al., 1999). Em uma dada faixa de temperatura ocorrera a
formacdo de ambos 0s sexos em propor¢des iguais (50% de machos e 50% de fémeas ou razédo
sexual de 1:1), sendo essa temperatura denominada de pivotal ou central (Yntema &
Mrosovsky, 1982).

A diferenciacdo gonadal ocorre durante o periodo termo sensivel (TSP), onde esses
Orgdos sao originados das cristas gonadais que se desenvolvem a partir de um espessamento do
mesotélio, na regido medial aos rins mesonéfricos (Gilbert, 2003; McGeady et al. 2006; Moore
& Persaud, 2008; Fontenele-Neto et al. 2012). No embrido masculino, os tabulos seminiferos
se desenvolvem a partir dos cordfes medulares ou seminiferos presentes na gonada primordial.
Ja em embrides femininos, as células somaticas do epitélio cortical e as células germinativas
proliferaram para formar os foliculos ovarianos primordiais (Gilbert, 2003).

Durante o TSP, como relatado por Pieau et al. (1999), na diferenciagéo testicular, o
epitélio gonadal se achata e as células germinativas os deixam para migrar para os corddes
medulares. Nesses corddes algumas células epiteliais adquirem caracteristicas sertélicas e assim
os corddes medulares formam o principio dos corddes seminiferos (com contorno arredondado

delimitado por uma membrana basal).



Ja nos ovarios o epitélio germinativo se engrossa devido a proliferagdo in situ de
células epiteliais e células germinativas, que dardo origem aos futuros foliculos ovarianos
(Pieau et al., 1999; Gilbert, 2003; Moore & Persaud, 2008).

Depois do TSP, uma fina tunica albuginea envolve os testiculos, a mesma é composta
por algumas camadas de fibroblastos. No final do desenvolvimento embrionario células de
Leydig se diferenciam no tecido intersticial.

No ovario o cortex se espessa fortemente devido a meiose das células germinativas.
Na ecloséo foliculos primordiais em crescimento sao vistos na parte interna do cértex gonadal
(Pieau et al., 1999). Mas, para algumas espécies de quel6nios as células germinativas ndo séo
vistas em divisdo mei6tica durante o desenvolvimento embrionario.

O desenvolvimento das gonadas de queldnios foi relatado para algumas espécies
como Emys orbiculares (Pieau et al., 1999), Lepidochelis olivaceae (Merchant-Larios et al.,
1997), Testudo graeca (Pieau, 1975), e Dermochelis coraceae (Rimblot et al., 1985). Porém,
para espécies que compdem a fauna amazonica esses aspectos reprodutivos sdo desconhecidos.
Sdo principalmente relatadas nos trabalhos, a morfologia das génadas de filhotes recém-
eclodidos e individuos adultos. J& para K. scorpioides estes sdo limitados a anatomia das
gbnadas de adultos (Carvalho et al. 2010; Machado Junior et al. 2006; Chaves et al. 2012).

Inclusive a maioria dos estudos que analisam o desenvolvimento morfoldgico
interno ou externo de embrides de mucgués séo realizados em condicdes laboratoriais, nas quais
é possivel isolar uma ou mais variaveis. Contudo, em campo, nos ninhos naturais, onde esses
fatores podem sofrer grandes oscilacdes, pouco se sabe. A fase da incubacdo dos ovos é o
periodo mais vulneravel no ciclo de vida dos quelénios; um bom conhecimento sobre os fatores
que influenciam a incubacéo e a embriogénese pode ser essencial para que a conservagéo e 0

manejo destes animais sejam bem-sucedidos.

2. OBJETIVOS
Estudar o desenvolvimento embriol6gico macroscopico de K. scorpioides, além de

caracterizar o desenvolvimento gonadal desta espécie.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Descrever as caracteristicas morfoldgicas do mucud e estabelecer fases de

desenvolvimento embrionério.



b) Descrever as caracteristicas anatdbmicas das gbnadas do mugud durante o
desenvolvimento embrionario.

c) Descrever as caracteristicas histologicas das gonadas do mugud durante o
desenvolvimento embrionario.

d) Relacionar as caracteristicas morfologicas e histologicas com as fases embrionérias.

3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Campus Experimental Emerson Salimos -
CEMES/Embrapa Amazonia Oriental, localizado de acordo com as coordenadas 48° 30” e 54”
de longitude W e 00° 45" e 21” de latitude S, na Mesorregido geografica Marajo, a margem
direita do rio Paracauari. Distando, por via terrestre, cerca de 17 km da cidade de Salvaterra -
Para.

Foram realizadas quatro coletas, duas em 2014 nos meses de julho e outubro, e outras
duas em 2015 nos meses de junho e outubro. Foram utilizadas posturas de mucués do plantel
do Banco de Germoplasma da Amaz6nia Oriental, onde todos os animais foram identificados
individualmente, com o uso de microchip da marca Partners®. Este trabalho foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica Animal da Embrapa Amazonia Oriental (Lo n° 7310/2014).

Ao todo foram utilizados 50 ovos, onde este foram coletados a cada cinco dias, a
partir da desova até a eclosdo, que aconteceu com aproximadamente 125 dias. Em seguida,
estes foram abertos e o contetido disposto em placa de petri para a identificacdo e dissecacédo
dos embrides. Os embriGes passaram por morfometria onde o comprimento e a largura da
carapaca e do plastrdo foram medidos.

Os embrides foram fixados em solucdo de Bouin e conservados em alcool 70%. Para
a andlise das carateristicas morfologicas internas foram utilizados embrides a partir do estagio
16 (35 dias), até o periodo da eclosdo. Os mesmos foram primeiramente, excisados na regido
da ponte e, em seguida, o plastrdo foi removido. Realizou-se um corte longitudinal a partir da
regido mandibular, finalizando na regido da pélvis. Toda a musculatura peitoral e abdominal
foi rebatida, e a cavidade celomatica exposta para a descri¢cdo do sistema reprodutor que foi
dissecado.

Para avaliacdo do desenvolvimento gonadal, medidas de comprimento e largura das

gbnadas foram realizadas, utilizando um paquimetro manual.
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Para as analises histologicas as gbnadas foram desidratadas em solugédo etanodlica
crescente (70%, 80%, 90% e 100%), diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Cortes de
5 um de espessura foram montados em laminas e corados com Hematoxilina e Eosina.

As condi¢des ambientais do periodo de incubacéo foram determinadas por meio dos

dados do Instituto Nacional de Meteorologia da estagdo meteorologica 82141, Soure - PA.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Os primeiros estagios, relativos ao primeiro terco do desenvolvimento (1° ao 14° dia,
estagio 1 até o estagio 8), ndo puderam ser observados, inclusive os estagios 15 e 18, devido a
questdes técnicas. Foi observado que os estagios embrionarios de K. scorpioides sdo
semelhantes ao da espécie Chelydra serpentina, os quais Yntema (1968) utilizou para
padronizar o desenvolvimento embrionario de quelénios, em 26 estagios a uma temperatura de
20° C.

Os estagios encontrados no intervalo do 15° ao 20° dia de incubacao foram os estagios
9, 10, 11, 12 (figura 2AB e 3AB). Sendo esses classificados pela presenca de arcos branquiais,

vesicula dptica e 6tica, além de membros.

- Estagio 9 (figura 2A)

Caracteristicas craniais: A projecdo occipital é maior que o processo frontal. A vesicula
Optica esta presente e o rudimento 6tico é perceptivel. Podem ser vistos trés arcos faringeos,
sendo o terceiro arco delimitado posteriormente. O primérdio do coragao ja esta presente.

Outras caracteristicas: Um pequeno processo caudal esta presente.

- Estégio 10 (figura 2B):
Caracteristicas craniais: Quatro arcos faringeos estdo presentes. A vesicula optica ainda
esta fechada.

Outras caracteristicas: Processo caudal ainda esta limitado.
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Figura 2: Embrides de K. scorpioides nos estagios de 9 e 10 de desenvolvimento embrionario. A) Estagio 9:
primeiro arco faringeo (1 ar), primérdio cardiaco (pc ca), processo frontal (pc fr), processo occipital (pc oc),
processo caudal (pc cd), segundo arco faringeo (2 ar), rudimento ético (rd oti), terceiro arco faringeo (3 ar) e

vesicula Optica (vs opt). B) Estagio 10: quarto arco faringeo (4 ar).
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- Estégio 11 (Figura 3A)

Caracteristicas craniais: O quarto arco estda complemente delimitado. Processo
mandibular se estende em direcdo do olho, 0 processo maxilar esta se diferenciando. Primeira
fenda branquial ainda permanece aberta posteriormente. Regido do cristalino pode ser
observada.

Membros: Pode ser vista a presenca do broto dos membros, como abaulamentos nas

regides laterais do corpo.

- Estégio 12 (figura 3B)

Caracteristicas craniais: Segundo e terceiro sulcos branquiais estdo presentes, o quarto
sulco ndo esta mais aberto. A primeira fenda faringea que se diferenciou apresenta o processo
maxilar com tamanho igual ao processo mandibular. Processo nasal € aparente (ainda aberto) e
separado do processo maxilar. Além disso, o primérdio da pigmentacdo ocular pode ser notado.

Membros: Os brotos dos membros séo visiveis orientados posterolateralmente, sendo o
anterior maior que o posterior.

Outras caracteristicas: A hérnia esta presente e o processo caudal esta alongado.
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br ma

Figura 3: Embrides de K. scorpioides nos estagios de 11 e 12 de desenvolvimento embrionério. A) Estagio 11:
broto dos membros anteriores (br ma), cristalino (cr), primeira fenda faringea (1 fe), processo mandibular (pc md)
e quarto arco faringeo (4 ar). B) Estagio 12: brotos dos membros anteriores (br ma) e posteriores (br mp), processo

caudal (pc cd), processo mandibular (pc md), processo maxilar (pc mx) e processo nasal (pc ns).
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Nos intervalos do 25° ao 35° dia de incubag¢do nos encontramos os estagios 13, 14,
16 e 17 (figura 4AB e 5AB). Sendo esses marcados pela evidente pigmentacdo ocular,
morfologia dos membros, além da morfologia e aparecimento da carapaca e da protuberancia

urogenital.

- Estégio 13 (figura 4A)

Caracteristicas craniais: A pigmentacdo ocular esta aparente e uma area despigmentada
liga o cristalino (que também esta despigmentado) com a regido inferior do olho. O processo
naso-lateral estd se fusionando com o processo maxilar. Primérdio do coracdo ainda esta
bastante elevado.

Membros: O broto do membro anterior € um pouco mais curto do que largo e em forma
de remo, orientado posteroventralmente. O broto do membro posterior presente.

Outras caracteristicas: O processo caudal é bastante evidente e alongado.

- Estagio 14 (figura 4B)

Caracteristicas craniais: O processo occipital ainda € maior que o processo frontal. A
iris estd altamente pigmentada e pode ser visto a borda da pupila pigmentada. Os processos
maxilar e mandibular ainda estdo abertos e o processo naso-lateral estd fusionado com o
processo maxilar. O primdrdio do cora¢do comeca a diminuir.

Membros: Os membros anteriores possuem placas digitais (com forma de pa), porém
ela ndo apresenta digitos. Membros anteriores e posteriores estdo orientados caudalmente.

Complexo carapacga-plastrdo: Borda lateral da carapaga esta presente, marcada como um
sulco na parte lateral do corpo.

Outras caracteristicas: A hérnia umbilical esta em forma de tubo. E o primérdio da

papila urogenital é visivel.
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pc ns ir

Figura 4: Embrides de K. scorpioides nos estagios 13 e 14 de desenvolvimento embrionario. A) Estagio 13: broto
do membro anterior (br ma) e posterior (br mp), processo maxilar (pc mx) e processo naso-lateral (pc ns). B)
Estagio 14: borda lateral da carapaca (bd ca), placas digitais (plc dg), hérnia umbilical (he), iris (ir), pupila (pu),
processo maxilar (pc mx) e processo naso-lateral (pr ns).
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- Estagio 16 (figura 5A)

Caracteristicas craniais: O processo maxilar ultrapassou o olho e a mandibula encontra-
se no nivel da pupila. Ocorre o aparecimento da palpebra superior. A maxila ainda néo esta
formada e a mandibula esta fechada. O processo nasal estd completamente formado. Comeca a
formagéo da pigmentacéo na parte posterior da cabeca.

Membros: As placas digitais apresentam digitos nos membros anteriores e posteriores
ndo apresentam digitos. Pigmentacdo comeca na parte axial dos membros.

Complexo carapaca-plastrdo: As costelas, a borda da carapaca, o plastrdo e a ponte sao
Vistos.

Outras caracteristicas: O primordio da papila urogenital aumenta de tamanho.

- Estagio 17 (figura 5B)

Caracteristicas craniais: O processo occipital ainda esté elevado. A pélpebra inferior é
formada. A mandibula encontra-se além do nivel do cristalino, mas ndo alcangou 0 processo
frontal. Mandibula e maxila estdo formadas. A cartncula pode ser observada. Ocorre 0 aumento
da pigmentacédo na parte posterior da cabeca.

Membros: A periferia das placas digitais € serrilhada nos membros anteriores e sdo
ligeiramente serrilhadas nos membros posteriores, com digitos. Ocorre 0 aumento da
pigmentacéo na parte axial dos membros.

Complexo carapaca-plastrdo: O primordio das placas epidérmicas vertebrais da
superficie carapacial é notado como linhas sutis, indicando os escudos vertebrais e pleurais. A
quilha carapacial vertebral é evidente.

Outras caracteristicas: A protuberancia urogenital esta circundada pela membrana

cloacal.
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Figura 5: EmbriGes de K. scorpioides nos estagios 16 e 17 de desenvolvimento embrionario. A) Estagio 16:
carapaga (ca), digitos (dg), mandibula (md), processo maxilar (pc mx), p&lpebra superior (pa sp), plastrdo (pl),
ponte (po) e processo nasal (pc ns). B) Estagio 17: digitos (dg), escudos vertebrais (es vt) e pleurais (es pl),

mandibula (md), maxilar (mx) e palpebra inferior (pa if).
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Nos intervalos do 40° dia até o 50°, nds pudemos observar animais nos estagios 19, 20,
21 e 22 (figura 6AB e 7AB), onde pode ser notado presenca dos digitos nas placas digitais indo

além na membrana interdigital nos membros, e pigmentacédo ao longo do corpo.

- Estagio 19 (figura 6A)

Caracteristicas craniais: O processo occipital se retraiu, seu tamanho equivale ao
processo frontal. A palpebra inferior encontra-se além da borda do olho. Podem ser notadas
protuberancias marcadas como papilas cutaneas na regido ventral do pescoco e também dobras
de pele puderam ser vistas nessa regido do pescoco. A pigmentacdo da cabeca aumenta, se
apresenta clara no dorso do pescoco, na regido do timpano e no entorno das narinas, que ainda
estdo fechadas.

Membros: Nos membros anteriores os digitos estdo além da rede (membrana
interdigital), o primeiro a uma distancia curta e os outros quatros a uma distancia maior. Dobras
cutaneas estdo presentes no dorso do membro anterior. Surge pigmentacdo nas placas dos
membros. Além disso, 0s membros anteriores apresentam poucas escamas.

Complexo carapacga-plastrdo: A borda da carapaca é suave e apresenta escudos com
pouca pigmentacdo, a carapaca possui trés quilhas dorsais, e no plastrdo ocorre a presenca das
linhas que marcam o primoérdio dos escudos epidérmicos. Pigmentacéo clara € vista em toda a
carapaca, e pontos de pigmentacdo escura podem ser vistos na parte inferior dos escudos
vertebrais. Dobra de pele, na parte anterior do plastrdo, demonstra o que vira a ser o principio
do escudo peitoral. Dois escudos séo vistos compondo a ponte.

Outras caracteristicas: A hérnia esta se retraindo e a membrana continua a crescer ao

redor da protuberancia urogenital.

- Estagio 20 (figura 6B)

Caracteristicas craniais: Dobras de pele sdo vistas em maior nimero do pescogo e as
papilas cutaneas estdo cercadas por uma mancha arredondada sem cor.

Membros: Os digitos (sem pigmentacdo), que possuem pontas grossas e apresentam
bainha, estdo formados no membro anterior e se projetam além da membrana interdigital. No
membro posterior as garras se projetam nos quatro primeiros membros, porém é muito menor

no Gltimo (esta internalizada).
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Complexo carapaga-plastrdo: Pigmentacdo clara € observada em toda a carapaca, ha
pontos de pigmentacdo escura na borda dos escudos vertebrais da carapaca. Podendo esta
presente até a metade dos escudos pleurais e nos escudos marginais da carapaca.

Outras caracteristicas: Hérnia continua seu processo de retracdo. A protuberancia
urogenital esta adentrando a abertura cloacal.
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Figura 6: Embrides nos estagios 19 e 20 de desenvolvimento embrionario. A) Estagio 19: digitos (dg), dobras de
pele (do pe), escudos epidérmicos (es), escudo peitoral (es pt), papilas cutaneas (pp ct), ponte (po), processo frontal
(pc fr) e protuberancia urogenital (pr ug). B) Estagio 20: escudos marginais (es mg) e digitos (dg).
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- Estagio 21 (figura 7A)

Caracteristicas craniais: A palpebra superior alcanca a iris. Aparece pigmentacdo na
parte anterior da cabeca e também na parte central da regido ventral do pescoco.

Membros: As garras sdo delimitadas do resto dos digitos no nivel da membrana por uma
bainha, e s&o curvas.

Complexo carapaca-plastrdo: A pigmentacdo esta escurecendo na carapaga, mas no
plastrdo esta clara. A ponte e os escudos marginais estdo pigmentados. Leves ranhuras sao vistas
na carapaca, que marcam o principio das rugosidades da mesma.

Outras caracteristicas: A protuberancia urogenital estad totalmente circundada pela
cloaca que ainda ndo se fechou totalmente. Pelo corpo a pigmentagdo comeca a escurecer.

- Estagio 22 (figura 7B)

Caracteristicas craniais: Pigmentacao na cabeca comeca a adquirir manchas escuras, e
esta presente na parte ventral do pescoco escureceu.

Membros: As garras estdo fora da membrana interdigital, e sdo grossas e curvas com
pigmentacdo uniforme, mas clara. Os membros ainda apresentam poucas escamas.

Complexo carapaga-plastrdo: Carapagca com aspecto rugoso e quilhas com pigmentacéo
clara.

Outras caracteristicas: Hérnia umbilical ainda presente.
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Figura 7: Embrides nos estagios 21 e 22 de desenvolvimento embrionario. A) Estagio 21: garras (ga), membrana

cloacal (co) e protuberancia urogenital (pr ug). B) Estagio 22: as garras (ga).
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Por fim, nos intervalos do 55° até 125° dia foram observados os estagios 23, 24, 25 e 26
(figura 8AB e 9AB). Onde foram determinantes nesses estagios a presenca dos digitos nos
membros, pigmentacdo densa no corpo, desaparecimento da protuberancia urogenital e da

hérnia umbilical.

- Estagio 23 (figura 8A):

Caracteristicas craniais: As palpebras superiores encontram-se na metade do cristalino.
Manchas de pigmentacdo listradas sdo vistas na cabeca e no pescogo. Parte inferior da
mandibula encontra-se despigmentada.

Membros: Os membros anteriores possuem pigmentacdo pesada, escamas e garras
longas, com estrutura homogénea. Os membros posteriores apresentam quatro digitos com
garras, porém o ultimo digito encontra-se na membrana interdigital.

Complexo carapaca-plastrao: Pigmentacdo e escudos com aparéncia rugosa sao bastante
evidentes na carapaca. Quilhas dorsais laterais ndo pigmentadas. Algumas areas do plastrdo e
dos escudos marginais encontram-se despigmentadas.

Outras caracteristicas: A papila urogenital ndo é mais vista, a cloaca a cobre. A cauda
possui escamas. H& pigmentacdo escura em todo o corpo do embrido, exceto em algumas areas

da cabeca e plastréo.

- Estégio 24 (figura 8B)

Caracteristicas craniais: As palpebras inferiores ultrapassam o cristalino. As narinas
estdo abertas. As papilas cutaneas abaixo da mandibula aumentaram. A cartncula é nitida e
pontuda. A mandibula apresenta-se pigmentada.

Membros: Dobras cutdneas estdo proeminentes nos membros anteriores e posteriores.
O ultimo digito do membro posterior continua internalizado. Bases das garras estdo
pigmentadas, e as mesmas estdo situadas dentro de um involucro um pouco opaco.

Complexo carapaga-plastrdo: Os escudos marginais da carapaca estdo comecando a
apresentar um aspecto rugoso, semelhantes ao das demais placas epidérmicas da carapaca.
Dobra de pele, que dara origem a placa peitoral, aumentou de tamanho.

Outras caracteristicas. A hérnia ainda se encontra presente.
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- Estagio 25 (figura 9A)

Caracteristicas craniais: Ocorre a dispersdo da pigmentacéo da cabeca.

Membros: A pigmentacado nas garras aumenta e a mesma esta diferenciada dentro do
involucro translicido que as cobre, para formar uma estrutura pontuda que € menor que 0
involucro.

Complexo carapaca-plastrdo: A carapaga e o plastrdo encontram-se calcificados. A
pigmentacdo escurece e se dispersa nos escudos do plastrdao. A mesma aumenta nos escudos
marginais.

Outras caracteristicas: A hérnia umbilical ainda estd aberta no plastrdo. O corpo do
embrido apresenta uma cor verde escuro, exceto nas regides que apresentam as manchas como

a cabeca e plastrao.

- Estagio 26 (figura 9B)
Membros: Os invélucros sobre as garras estdo gastos.
Outras caracteristicas: A hérnia é uma regido macia no plastrdo que esta fechada, ainda

com um resto de saco vitelinico internalizado.
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Figura 9: Embrides nos estagios 25 e 26 de desenvolvimento embrionario. A) Estagio 25: garras (ga). B) Estagio

26: garras (ga) e hérnia umbilical (he).
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As caracteristicas espécie especificas apenas foram vistas de forma tardia, no estagio
19, essas caracteristicas foram: a presenca das trés quilhas carapaciais, de dois escudos
compondo a ponte, as papilas cutaneas na regido ventral do pescoco, e a pigmentacao escura

dispersa na cabeca e membros.

Caracteristicas de individuos adultos como a presenca da estrutura crnea na ponta
da cauda, que deu origem ao nome da espécie, 0 aspecto liso com estruturas concéntricas da
carapaca, além da predominancia da cor amarela no plastrdo com estruturas concéntricas bem
delineadas (Berry & lverson, 2001) ndo foram ser notadas nos embrides analisados, mostrando
gue a manchas com pigmentacdo escura no plastrdo séo caracteristicas de filhotes.

Ao comparar o desenvolvimento embrionario de K. scorpioides com o da espécie C.
serpentina descrita por Yntema (1968), observou-se que os caracteres relativos as posi¢des das
palpebras (que ajudam na determinacdo dos estagios para C. serpentina) ndo sdo conclusivos
para determinar estagio para 0 mugua. Pois, as posicdes das péalpebras variam aleatoriamente
durante o processo embrionario. Caracteristicas como a morfologia dos digitos e dos membros

foram mais elucidativas, para confirmar as fases de desenvolvimento.

A morfometria realizada na carapaca e no plastrdo desses animais mostraram um
crescimento linear com o passar do desenvolvimento embrionario. Fato este comum para
individuos nessa fase de vida, o que também foi relatado para espécies como: Chelydra
serpentina (Yntema, 1968), Carettochelys insculpta (Beggs et al., 2000), Pelodiscus sinensis
(Tokita & Kuratani, 2001), Apalone spinifera (Greenbaum & Carr, 2002) Chrysemis picta
(Cordero & Janzen, 2014); e pode ser visualizado na figura 10 e 11.

Quando se observou os dados das variaveis ambientais, percebeu-se que 0s meses de
agosto, setembro e outubro de 2014 e 2015, apresentaram as temperaturas maximas elevadas e
uma baixa umidade relativa do ar (Tabela 2).

Observou-se uma diferenca no tempo de desenvolvimento embrionario entre a
primeira e a segunda coleta. Onde a partir do estagio 19, a primeira coleta apresentou embrifes
maiores e uma diferenca de cinco dias a mais, em relagdo a segunda coleta que apresentou
embrides menores. Esse fato pode ser explicado pelo aumento da temperatura média durante 0s
meses de incubacdo da segunda coleta (agosto, setembro e outubro), que aceleraria o

metabolismo desses embriBes, encurtando o periodo de incubag&o.
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Tabela 2: Variaveis ambientais registradas na estagdo meteorologica do Instituto Nacional de Meteorologia, cidade

de Soure — PA. Note 0 aumento da temperatura nos meses de agosto, setembro e outubro.

Umidade Relativa

Més Temperatura Maxima °C ~ Temperatura Minima °C %)
Maio/14 30,2 22 91
Junho/14 31 27,8 87,5
Julho/14 30,5 26,46 81,36
Agosto/14 31 22,8 80,71
Setembro/14 31 22 75,58
Outubro/14 36,44 29,03 78,5
Abril/15 - 22,5 86,8
Maio/15 - 23 83,9
Junho/15 - 23 80,3
Agosto/15 31,2 23,5 76
Setembro/15 31,7 24,1 72,2
Outubro/15 32,1 243 73,4

Esses dois fatores ambientais associados poderiam acelerar o desenvolvimento
embrionario e, consequentemente, diminuindo o tamanho dos individuos. Fato que pode ser

observado nas analises morfométricas do comprimento da carapaca e do plastrdo de embrides

da primeira e segunda coleta (figura 10 e 11), sendo também relatado por Gutzke & Packard

(1986) para Chrysemys picta e Glen et al., (2003) para Chelonia mydas. Esses autores

observaram que ovos do ambiente imido geram filhotes maiores, do que aqueles do ambiente

seco, pois absorvem mais agua.
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Ackerman & Prange (1972) afirmaram que a umidade e a temperatura atuam
diretamente nas trocas gasosas no ambiente de incubacgéo. Influenciando o desenvolvimento
embrionario e a velocidade do metabolismo desses embrides, com reflexos no sucesso da
eclosédo e na duracédo da incubacdo dos ovos de queldnios. O que poderia explicar a diferenca
entre os dois periodos estudados’.

Porém, Booth (1998) relatou que os filhotes de tartaruga oriundos de ovos de casca
rigida, como Emydura signata, ndo tiveram o tamanho afetado pela umidade e temperatura dos

ninhos. Sendo necessario um estudo mais aprofundado para Kinosternon scorpioides.

4.2 ANALISE DA ORGANOGENESE GONADAL
4.2.1. Localizacdo e sintopia das gbnadas de K. scorpioides

As gobnadas dos animais recém-eclodidos foram visualizadas na por¢do posterior-
dorsal da cavidade celomaética ligadas a porcdo ventromedial dos rins por uma membrana
denominada de mesovario ou mesorquidio. Ventral a gdbnada observa-se o intestino grosso e
superior a mesma pode-se observar o intestino delgado (Figura 12), onde a mesma disposi¢éo

também foi observada por Herndndez-Henao et al. (2013), em Podocnemis vogli.

Figura 12: Vista ventral das génadas de K. scorpioides recém-eclodidos. A) Vista ventral da parte inferior da
cavidade celomatica de K. scorpioides. Mostrando a gdnada em sintopia com o intestino grosso (Ig) na sua parte
ventral e com o intestino delgado (Id) na sua porcdo superior. B) Vista ventral da gdnada esquerda (GoE). C) Vista

ventral da gbnada esquerda (GoE).
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Durante a fase embrionaria ndo houve observacdo de diferencas estruturais
anatdmicas em relacdo as gonadas masculina e feminina; foi observado apenas o crescimento
do 6rgéo de acordo com os estagios de seu desenvolvimento. Apos a eclosdo verificou-se que
as gbnadas femininas apresentavam superficie irregular e as masculinas com superficie lisa
(Figura 13).

Figura 13: Vista ventral da gbnada direita de K. scorpioides recém-eclodidos, aumento 10x. A) Gonada masculina

(2 esquerda) com superficie lisa (GoD &'). B) Gonada feminina (a direita) com superficie irregular (GoD Q).

Silva (2012) relatou que da regido caudal das gbnadas de C. carbonaria partem tubos
sustentados pelo mesoviduto, estes se direcionam para a cloaca e desembocam nas suas paredes

laterais proximos aos ureteres, similar ao encontrado para K. scorpioides.

As observac6es anatdmicas deste trabalho foram compativeis com os verificados por
Guzmén & Bonilla (1990) que observaram as gonadas de P. unifilis separadas dos rins por uma
membrana de tecido conjuntivo. Ndo foram observadas em mucuds as membranas que
compartimentalizam a cloaca, fato este que poderia ser explicado pelo tamanho dos individuos,

prejudicando a visualizagao destas estruturas.

A analise morfométrica mostrou um crescimento linear das gbnadas em relacdao aos
estagios de desenvolvimento embriolégico (figura 14), onde o comprimento e a largura das

gbnadas possuem um crescimento continuo.
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Figura 14: Comprimento (mm) e largura (mm) das gonadas nos estagios de desenvolvimento embrionario.

4.2.2 Andlise histoldgica

A histologia foi realizada em embrides a partir do estagio 16 (Yntema, 1968) com 35
dias de incubacéo até a eclosdo. Nessas amostras as gonadas dos estagios 16 e 19 foram vistas
indiferenciadas ou bipotenciais, com epitélio germinativo periférico, constituido por células
cUbicas, e um macico de células germinativas na sua regido central dispostas aleatoriamente
(Figura 15A e B). Nestes estagios Pieau & Dorizzi (2004) também observaram as gdnadas
indiferenciadas para Emys orbicularis. Esta conformagao estrutural, também foi observada por
Pieau et al. (1999), Gilbert (2003) e Moore & Persaud (2008).
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Figura 15: Cortes histoldgicos das gdnadas indiferenciadas. A) estadgio 16 e B) estdgio 19. Go6nada

indiferenciada com epitélio germinativo (Eg) periférico e um macico de células germinativas (Cg) dispostas
de forma aleatoria.
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A partir do estagio 21 (Yntema, 1968) com aproximadamente 50 dias de incubacéo,
observou-se o inicio da diferenciacdo gonadal, semelhante ao que foi observado por Pieau &

Dorizzi (2004) em Emys orbiculares.

As gonadas femininas apresentaram na regido cortical o epitélio germinativo
periférico e células germinativas (oogdnias). A regido medular apresentou-se repleta de tecido

conjuntivo e vasos sanguineos (Figura 16), como observados por Pieau et. al. (1999).

A\

me

Co

co cg

100 pm

Figura 16: Gonada feminina durante o TSP (estagio 21). Apresentando células germinativas (cg) dispostas na
sua regido cortical (co) e a regido medular (me) apresentou-se repleta de tecido conjuntivo e vasos sanguineos
(vs).

Nos recém-eclodidos, as gonadas femininas foram visualizadas com o cortex repleto
de foliculos primordiais e a medula repleta de capilares e células sanguineas (figura 17),
semelhante ao que foi relatado em recém-eclodidos por Malvasio et al. (1999) para Trachemys
dorbignyi e Malvasio et al. (2012) para Podocnemis expansa e P. unifilis, e Sanchez-Ospina
(2014) para P. lewyana. Ao contrario do observado para Dermochelis coriacea (Rimblot et al.,
1985) e Lepidochelis olivacea (Merchant-Larios et al., 1989) em que as células germinativas
ndo entram em meiose durante o desenvolvimento embrionario e consequentemente nao

apresentam foliculos primordiais na regido cortical.
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Figura 17: Gonada feminina de animais recém-eclodidos, com regido cortical (co) apresentando foliculos

primordiais (fp), de diferentes tamanhos e a regido medular (me) repleta de vasos sanguineos (vs).

Os embrides masculinos, no inicio da diferenciagdo gonadal, tiveram sua regido
cortical bastante reduzida, enquanto na sua regido medular as células germinativas comegaram
a se arranjar para formar os corddes testiculares (figura 18), semelhante ao que foi relatado por
Pieau et al. (1999). O epitélio dos corddes testiculares foi composto por uma camada de células
cubodides.
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Figura 18: Gonada masculina durante o TSP (estagio 22). Apresentando regido cortical (co) reduzida e na medula

(me) pode ser visto células germinativas se organizando em corddes testiculares (ct).

Nos recém-eclodidos os testiculos se apresentaram revestida por uma tdnica
albuginea constituida por um epitélio pavimentoso simples. Compondo a regido medular foram
visualizadas varias estruturas tubulares representando os tubulos seminiferos estes repletos por
células densamente coradas (espermatogdnias) e células maiores com nucleo menos corado
(células de Sertoli) (figura 19). Revestindo cada tubulo seminifero observamos as células
midides, e entre os tUbulos seminiferos nds observamos as celulas intersticiais e tecido
conjuntivo vascularizado, semelhante ao que foi relatado por Malvasio et al. (1999) para recém-
eclodidos de Trachemys dorbignyi, por Malvasio et al. (2012) para P. unifilis e para P. expansa,
por Bonachl et al. (2011) também para P. expansa e também por Sanchez-Ospina (2014) para

P. lewyana.
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Figura 19: Gonada masculina de animais recém-eclodidos, com tunica albuginea (ta) na regido cortical e
internamente na regido medular (me) largos tibulos seminiferos (ts) composto pelas espermatogénias (seta
amarela) e pelas células de Sertoli (seta vermelha), revestindo os tdbulos seminifero foram vistas as células
midides (cabeca de seta vermelha), entre os tlbulos seminiferos foram visualizadas as células intersticiais

(cabeca de seta preta).

Nossas analises apontaram para um periodo termossensivel das génadas de K.
scorpioides que se estende dos estagios 16 até o estagio 21, o que também foi notado para Emys
orbiculares por Pieau et al. (1999) e por Pieau & Dorizzi (2004). E o fato das nossas amostras
serem advindas de ambiente natural so ressalta a importancia desses resultados na compreensao

dessas caracteristicas reprodutivas.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo obteve sucesso ao analisar o desenvolvimento embrionario de
Kinosternon scorpioides o qual se apresentou semelhante ao das espécies ja relatadas na
literatura. Ademais, se mostrou pioneiro nas observacdes do desenvolvimento das gonadas
desta espécie, onde foram detalhados os tecidos gonadais desde 0 momento onde este se
encontrava indiferenciado, até a caracterizacao de gonadas femininas e masculinas de filhotes
recém-eclodidos. Estes resultados poderdo ser aplicados em pesquisas futuras acerca do manejo
reprodutivo, facilitando assim a determinacdo da temperatura pivotal e razéo sexual destes

embrides, e dos fatores que influenciam as mesmas.
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