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RESUMO

O jurard tem sido alvo de grande atividade exploratdria, no Delta do Amazonas e no
Estado do Maranhdo na Baixada Maranhense. Nao existem relatos na literatura sobre a
densidade populacional da espécie em ambiente natural, embora se tenha observado um
decréscimo significante, na regido foco de estudo. Esta pesquisa tem objetivo de
caracterizar a biologia do desenvolvimento do K. scorpioides, tendo como base
diferenciagdo sexual no periodo embriondrio e desenvolvimento das gdnadas apds o
nascimento. Para a descri¢do fenotipica, utilizou-se 75 ovos incubados a uma temperatura
média de 28° C e os embrides coletados em intervalos regulares de 1 semana. Observou-
se 15 estagios embriondrios para espécies com ciclo reprodutivo de desenvolvimento de
15 semanas o equivalente a 105 dias de incubagdo. Somente aos 42 dias (6° semana)
percebeu-se a caracterizagao morfoldgica de um queldnio e na 12° semana (Estdgio XII)
a caracterizagdo fenotipica da espécie Kinosternon scorpioides. Em relagdo a expressao
de genes especificos na determinagdo sexual, a imunorreacdo da enzima citocromo p450
aromatase € Sox 9 foram positivos no complexo mesonefro-gdnada em todas a fases
embriondria estudadas. Em Kinostenon scorpioides as fases do desenvolvimento
embriondrio ocorreram em momentos de formacdes estruturais semelhantes a outras

tartarugas, mesmo em periodos de tempos diferentes.

Palavras — Chaves: Estdgios embriondrios, diferenciacdo sexual, determinagdo sexual

dependente da temperatura (TSD), determinacdo sexual genotipica (DSG)
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ABSTRACT

The jurard has been the target of great exploratory activity in the Amazonas Delta and in
the State of Maranh@o in the Baixada Maranhense. There are no reports in the literature
on the population density of the species in a natural environment, although a significant
decrease has been observed in the region under study. This research aims to characterize
the developmental biology of K. scorpioides, based on sexual differentiation in the
embryonic period and development of the gonads after birth. For the phenotypic
description, 75 eggs were incubated at an average temperature of 28 ° C and the embryos
were collected at regular intervals of 1 week. There were 15 embryonic stages for species
with a 15-week reproductive development cycle, equivalent to 105 days of incubation.
Only at 42 days (6th week) was the morphological characterization of a chelonian noticed
and at the 12th week (Stage XII) the phenotypic characterization of the species
Kinosternon scorpioides. Regarding the expression of specific genes in sexual
determination, the immunoreaction of the enzyme cytochrome p450 aromatase and Sox
9 were positive in the mesonephro-gonad complex in all embryonic phases studied. In
Kinostenon scorpioides, the phases of embryonic development occurred in moments of

structural formations similar to other turtles, even at different times.

Key Words: Embryonic stages, sexual differentiation, temperature dependent se

determination (TSD), genotypic sex determination (DSG)
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1. INTRODUCAO

Investigacdes sobre a reproducao em cativeiro de quelonios sdo fundamentais para
assegurar sustentabilidade, preservacdo e estabelecimento de planos de manejo
reprodutivo da fauna silvestre. Em geral, os quelonios apresentam baixas taxas de
crescimento sendo um fator para ndo alcangarem a maturidade. Estes ficam por mais
tempo expostos ao risco de extin¢do pela caca exploratéria e demais fatores que levariam
a delecdo da espécie. Esses fatores aumentam a mortalidade entre adultos e reduzem o
recrutamento de jovens na manutencdo da populacio (TEIXEIRA, 2009).

Diversos estudos voltados para a conservacdo do Kinosternon scorpioides foram
realizados (SILVA, 2012). Desses, sem ddvida a reproducdo em cativeiro faz-se
importante por ser uma alternativa eficaz no processo de conservagdo da fauna (BILSKI,
2011). Assim, informacdes embrioldgicas bdsicas podem fornecer instru¢cdes importantes
para a tomada de decisOes sobre assuntos relacionados a conservagdo, manejo e os efeitos
da intervencao nos ninhos das espécies de tartarugas (KASKA & DOWNIE, 1999). Dessa
forma a embriologia de répteis vem sendo considerada componente importante das areas
de biologia molecular e de desenvolvimento. Uma vez que a diferenciagdo sexual nas
tartarugas € dependente da temperatura, sendo determinada no segundo ter¢co do
desenvolvimento embriondrio, podendo alguns fatores interferir na temperatura, como
umidade do solo e vegetacdao local (POUGH et al., 1993), e pode ser influenciada por
fatores externos, como a temperatura de incubacio dos ovos (BULL & VOGT, 1981;
MOELLER, 2013; MROSOVSKY & PIEAU, 1991).

Nesse contexto se insere, o Kinosternon scorpioides, queldnios de dgua doce,
pertencente a familia Kinosternidae, integrantes da fauna silvestre amazodnica e
maranhense com ampla distribuicdo geogrdfica e de importancia social, cultural,
econdmica e ambiental, devido ao uso na culindria exoética regional. Seu consumo é
intensificado, mesmo a despeito da lei de crimes ambientais. Estes fatos fazem com que
a espécie seja ameacada pelo homem devido a sua retirada da natureza, sem um plano de
manejo para o uso desse recurso, tendo como consequéncia seu declinio populacional que
pode se refletir na extingdo futura da espécie (PEREIRA et al, 2007). Entretanto, h4 ainda
muitas lacunas; necessitando de mais esclarecimentos cientificos com o intuito de
conhecer as caracteristicas da biologia reprodutiva, bem como os aspectos envolvendo a
reprodugcdo em cativeiro que venham atender a demanda de uso sustentivel com a

producdo comercial baseado na Instru¢do Normativa n° 169, de 20 de fevereiro de 2008.
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A sazonalidade exerce influéncia no processo reprodutivo de K. scorpioides,
podendo o ciclo ser sincronizado por fatores climéticos, alimentares e hormonais. Outro
fator ambiental importante para a espécie citada, assim como para os demais répteis, € a
temperatura, que interfere no processo de incubacdo dos ovos e na determinacio sexual
dos filhotes, controlado por esse fator (FERREIRA-J UNIOR, 2009; VIANA et al., 2013).

Em contraste com mamiferos e aves que apresentam cromossomos sexuais
heteromoérficos, ndo foram identificadas em répteis, inclusive nas tartarugas marinhas,
caracteristicas na morfologia dos cromossomos que pudessem diferenciar machos de
fémeas. O nimero de genes tem sido avaliado como uma caracteristica em potencial para
a determinac¢do sexual e consequente diferenciacdo gonadal. A regido determinante para
testiculos em mamiferos, SRY, ndo ocorre nos répteis e nas aves (WIBBELS, 2003).

Um ponto importante na conservagdo dos queldnios deve ser o conhecimento
dos padrdes de uso, o efeito da utilizacdo sobre as populacdes naturais e sua importancia
para a subsisténcia comunitdria. O valor intrinseco das tartarugas pode ser considerado
como ferramenta para construir projetos sustentdveis, apoiando-se necessariamente tal
conhecimento sociocultural com pesquisas bioldgicas e ecoldgicas fundamentais
(MITTERMEIER, 1992; PINEDO-VASQUEZ et al., 2002).

Muitas espécies de queldnios estdo ameagadas em consequéncia da perseguicao
desmedida do homem, que destréi os ovos, pratica a caca predatéria na época de
reproducdo, e destrdi o habitat natural desses animais (FANTIN, 2008). Sendo assim, o
entendimento sobre o desenvolvimento embriologico e a diferenciacdo sexual e
maturacdo gonadal associada a influéncia da expressdo gé€nica de proteinas especificas,
torna-se essencial para detectar fatores que controlam a ecologia, a reproducdo e a
distribuicdo geografica desse grupo pouco estudado de vertebrados. Podendo dessa
forma, direcionar estratégias de reproducdo em cativeiro, além de permitir um plano de
manejo com uso sustentdvel e énfase na conservacdo da espécie no ambiente natural,
contribuindo para conservacao da biodiversidade Amazonica.

Dessa forma, este trabalho foi dividido nos seguintes capitulos: Capitulo 1:
Revisdo de Literatura; Capitulo 2: Stages of Embryonic Development of the Amazonian
Turtle Kinosternon scorpioides (Testudines, Kinosternidae); Capitulo 3: Diferenciagao
Sexual e Expressao Génica de PP1, P450, SF1 E SXO9: Aspecto do Desenvolvimento

Gonadal de Kinosternon scorpioides (Testudines, Kinosternidae).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Caracterizar a biologia do desenvolvimento do K. scorpioides, tendo como base a
diferenciagdo sexual no periodo embrionério e desenvolvimento das gdonadas apds

0 nascimento.

2.2 Especificos
e Descrever os estagios embriondrio do K. scorpioides.
e Avaliar a expressio génica e proteica da aromatase P450, SF1 (fator
esteroidogénico) e SOX9 no complexo gonada-mesonefro de K. scorpioides nos

estdgios embriondrio, nas gonadas de embrides e filhotes.
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CAPITULO I: REVISAO DE LITERATURA
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1. Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766)

A espécie Kinosternon scorpioides, € uma tartaruga de d4gua doce pertencente a
familia Kinosternidae, recebe algumas denomina¢des comuns, sendo referendada como
tartaruga do lodo, tartaruga almiscarada, tartaruga escorpido do lodo, tortuga de
ciénaga de dgua, mucud, capininga, jurard, Ashna charapa, Loro charapa, Tortuga bico
de papagayo, Tortuga buitre, Tapaculo, Chiribi-chiviri, Galdpago mién, Miona,
Guachupe, Pivichigua, Morrocoy dgua, Pecho quebrado (BRITES et al., 2009; VOGT
et al., 2015). Essas denominacdes sio referéncias aos seus hédbitos de vida, regido do

habitat ou em virtude da sua morfologia.

O género Kinosternon € formado por 19 espécies, entre estas o Kinosternon
scorpioides que ocorre nas trés Américas, sendo de ampla distribuicdo geogréfica
atingindo 20 paises: Brasil, México, Belize, Bolivia, Colombia, Costa Rica, Equador,
Panamd, Argentina, Paraguai, El Salvador, Guina Francesa, Guatemala, Guiana,
Honduras, Nicardgua, Peru, Venezuela, Suriname e Trindade. (ALVAREZ DEL TORO,
1982; BERRY e IVERSON, 2001; CROTHER, 1999; ERNEST ¢ BARBOUR, 1989;
FLORES-VILLELA, 1993; FREIBERG, 1981; ROCHA e MOLINA, 1990;
SCHWARTZ ¢ HENDERSON, 1991; VAN DIJK et. al., 2014). No Brasil, ocorre na
Regides Norte e Nordeste, nos Estados do Amazonas, Pard, Amapa, Rondonia, Mato
Grosso, Maranhao, Tocantins, Goids, e Minas Gerais. (VOGT et al. 2015). No Estado do
Maranhao, K. scorpioides é conhecido popularmente como jurard, e € um importante
componente da histéria das comunidades humanas. Na regido da Baixada Maranhense,
onde a espécie tém sido recurso alimentar e fonte de renda de algumas familias, € possivel
perceber o reflexo da sua superexploracdo. E comercializado nas formas adultas e
subadultas, principalmente nos meses de maio a agosto, quando as fémeas se apresentam
ovadas, em periodo importante do ciclo reprodutivo. (BARRETO et al., 2011;
CABRERA & COLANTONIO, 1997; CASTRO, 2006; PEREIRA et al., 2007).

O Kinosternon scorpioides, possui habitos semi-aquéticos, com ampla tolerancia
ecoldgica, vivendo na natureza em riachos, margens dos lagos, pantanos e lagoas
tempordrias e em diferentes ecossistemas (SILVA, 2006). No Maranhdo, permanece em
dguas com temperaturas que variam de 26 a 30° C. No periodo seco, quando as condicdes

climaticas e alimentares sdo desfavoraveis, as mesmas encontram-se enterradas sob o solo
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em estado de baixo metabolismo e reservas energéticas. Este mecanismo € conhecido
como estivacdo e estd inteiramente ligado as oscilacdes de temperaturas ambientais,
regulando assim, sua temperatura corporal, de modo a evitar o estresse térmico
(PEREIRA et al., 2007). Possui hédbito de espécie onivora, pois se alimenta de peixes,
girinos, anfibios adultos, insetos, algas, restos vegetais, crusticeos e gastropodes

(ACUNA-MESEN et al., 1994; DELDUQUE, 2000; VANZOLINI et al., 1980).
2. Caracteristicas Morfolégicas

Os padrdes morfoldgicos e biométricos de K. scorpioides sao conhecidos através
de caracteristicas importantes que podem ser associadas ao seu hdbito de vida e
comportamentais em ambiente natural. Estas tartarugas possuem um estojo 0sseo
protetor, formado pela carapaca e plastrdo unidos entre si por uma ponte Ossea, este
aspecto permite que ela mantenha um mecanismo de protecdo ocasionado pelo
recolhimento dos membros, da cabeca e pescoco. Segundo Castro (2006) e Pereira et al.
(2007), o tamanho médio da carapaca e plastrdo das fémeas € 15,26 e 13,35cm
respectivamente, e dos machos variam de 14,79 e 12,30 cm, sendo, portanto menores que
as fémeas. O peso também pode variar entre os sexos: as fémeas sd@o mais pesadas

apresentando peso médio de 430,08g e os machos de 315,05.

O animal adulto apresenta cabeca triangular de coloracdo mais clara do que nas
outras subespécies (marrom, cinza, ou verde oliva escuro) com manchas e pontos marrom
claro, amarelo ou cinza suave (BERRY & IVERSON, 2011). O pesco¢o nao possui
marcas, sendo de colora¢do cinza ou negra. A porcdo rostral localiza-se o focinho
alongado, e sua mandibula possui uma estrutura cérnea (ranfoteca) em formato de bico
de papagaio proeminente (PEREIRA & LEMOS, 2007). Possui 6 a 8 barbelas
mentonianas na por¢ao ventral, a partir da cabeca até o pescogo (RUEDA-ALMONACID
et al., 2007).

A carapaca possui colorag@o que varia de marrom claro a verde oliva ou preto, é
formada por onze a treze escudos marginais e estd ligada ao plastrdao através de largas
pontes, escudos intermedidrios, ditos escudo axilar e escudo inguinal (BERRY &
IVERSON, 2001; PRITCHARD & TREBBAU, 1984). Possui a carapaga ovalada e

tricarinada e o plastrao, de cor variavel, com duas “dobradigas”, com placas moveis. Sua
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cauda possui uma estrutura cérnea na extremidade, que antigamente acreditava-se ser um
ferrdo, usado para defesa, tal como em um escorpido. Dai tal denominacdo cientifica
escorpioide. A udnica funcdo desta estrutura cérnea € de segurar a fémea durante o

acasalamento. Possuem mandibula muito forte, capaz de uma potente e dolorosa mordida

(DELDUQUIE, 2000; IVERSON, 1989).

Os filhotes apresentam a carapaca de cor negra com pequenas manchas amarelas
na borda, o plastrdo amarelo nas extremidades e negro no centro. Apresentam o pescogo,
os membros e a cauda de cor cinza. A cabeca é bem grande, amarela com pintas pretas, a
maxila e a mandibula sdo amarelas com pintas pretas. A cauda em todos os recém-

nascidos apresentava o mesmo tamanho, ou seja, curta (CASTRO, 2006).

No K. scorpioides o dimorfismo sexual € evidente quando adultos, sendo as
fémeas maiores e mais robustas que os machos. Isto € justificado pela necessidade destas
fémeas carregarem os ovos em seu ventre € consumirem maior quantidade de energia
(BERRY & SHINE,1980). J4 os machos s@o menores para que ndo haja uma grande
competi¢do pelo alimento, permitindo assim um melhor equilibrio do recurso alimentar
existente, do habitat, e da populacio (CASTRO, 2006). A carapaga nas fémeas é mais
alta, e a cauda nos machos € trés vezes mais longa que a da fémea. O plastrao dos machos
€ concavo para facilitar a copula, ja a fémea apresenta esta estrutura reta e a cabeca € mais
escura e robusta, sendo a ranfoteca superior bem desenvolvida (CASTRO, 2006;
PEREIRA & LEMOS, 2007). Os primeiros sinais de dimorfismo sexual em K.
scorpioides foram perceptiveis quando os animais alcancaram 22,49 meses (1 ano e 8
meses) de idade, neste periodo o comprimento de carapaca foi de 9,4 cm, evidenciando-
se com o escurecimento da cabe¢a e aumento no tamanho da cauda nos machos, e as

fémeas permanecendo com a cauda curta e a cabeca amarelada (CASTRO, 2006).

Em muitas espécies de Testudines, o dimorfismo sexual, somente € visivel apds
alguns anos de vida, sendo que nos embrides e filhotes recém-eclodidos o meio mais
seguro para se aferir o sexo sdo estudos histoldgicos. A andlise histologica de C.
serpentina realizada por Yntema (1976) serve de orientacdo para outras espécies. Outros
estudos, mostraram que a partir da aplicagdo dos principios da morfometria geométrica
foi possivel correlacionar o sexo dos filhotes recém-eclodidos das tartarugas de dgua doce

Podocnemis expansa e Chrysemys picta com a forma da carapaca (VALENZUELA et al.,
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2004). Em tartarugas marinhas juvenis, a determinacdo sexual ocorrerd através de
técnicas como radioimunoensaio (dosagem hormonal), exames de laparoscopia e
histologia gonadal, considerado este 0 método mais seguro (MILLER, 1997). Entretanto
esta técnica demonstra dificuldades para ser utilizada em campo, onde sdo geralmente
encontrados animais em estdgios iniciais de decomposi¢do (CERIANE & WYNEKEN,
2007).

3. Biologia Reprodutiva

Em K. scorpioides a reproducdo € sazonal, sendo possivel observar que o periodo
chuvoso corresponde a época da reproducdo, com acasalamento nos meses de abril a
agosto. A coOpula ocorre na dgua, com o macho cortejando a fémea, seguida da
perseguicdo, dominio e monta, apoiando as quatro patas sobre a carapaca € com
movimentos da cauda ventralmente em busca da abertura cloacal até a introdu¢do do pénis
no seu interior. Por outro lado, no periodo seco (outubro a janeiro), tem-se a postura das
fémeas e no final da estacdo seca para o inicio da chuvosa o nascimento dos filhotes e a
reorganizacdo dos animais para um novo ciclo reprodutivo (CHAVES, 2020). Essas
observacdes foram obtidas de individuos mantidos em Cativeiro Experimental no
Criadouro da Universidade Estadual do Maranhao licenciado pelo Instituto Brasileiro de
o

Meio Ambiente e dos Recursos Renovéveis- IBAMA conforme autorizacio n

1899339/2008.

A nidificacdo, segue um mesmo padrao para os queldnios em geral, onde a postura
de tartarugas usualmente segue uma bem definida sequéncia de fases comuns: preparacao
do local do ninho, escavacdo do ninho, postura e fechamento e cobertura do ninho.
(EHRENFELD,1979; HAILMANN & ELOWSON,1992). Vale ressaltar que de acordo
com Silva (2011), a postura das fémeas mantidas em cativeiro ocorre prioritariamente no
periodo seco. Sabe-se que as fémeas da espécie depositam seus ovos em solo argiloso e
logo apds 150 dias de incubacdo ocorre eclosdo dos filhotes (CASTRO, 2006;
CAVALCANTE et al., 2011; DELDUQUE, 2000; MOLINA & LISBOA, 2007). O
periodo de incubacdo dos ovos da espécie mantida em cativeiro € de aproximadamente

195 dias com variacao de 150 a 291 dias (ANUNCIA(;AO, 2013).

22



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 vao

em dire¢do a 4gua (ROCHA & MOLINA, 1990).

A maturidade sexual dos queldnios € definida pelas caracteristicas macroscopicas
gerais, tais como tamanho da carapaca e plastrao (BERNHARD, 2001). Para Ferreira-
Janior, (2009b), o tempo de maturagdo em algumas espécies de quelonios, € determinada
pela idade, pelo peso e pelo comprimento de carapacga ou plastrdo. Nas fémeas de vida
livre a maturidade sexual ocorre em torno de 5 anos (VOGT, 2008), e em fémeas de

cativeiro entre 2,8 a 4 anos (CASTRO, 2006).

4. Desenvolvimento embrionario de Répteis

O desenvolvimento embriondrio inicia-se apds sucessivas divisdes celulares
mitéticas do zigoto. Esse processo € conhecido por clivagem. Em todos os grupos de
cordados, a clivagem converte um zigoto de uma tunica célula em uma bléstula oca e
multicelular.Varia¢des no processo fundamental de clivagem resultam da diferenca na
quantidade de vitelo armazenado no 6vulo de cada éspecies. Os embrides de répteis
possuem vitelo em abudéncia e clivagem do tipo discoidal, uma vez que seu extenso
material vitelinico do pdlo vegetativo permanece indivisivel (KARDONG, 2010). Em
testudines a embriogéneses € iniciada com o aparecimento simultaneo dos trés tipos de
folhetos embriondrios durante o periodo de gastrulagdo: o ectoderma (camada de células
mais externa), mesoderma (camada intermediaria) e endoderma (camada mais interna)

(MILLER; LIMPUS, 2003)

O estabelecimento dos estagios embriondrios de répteis foram definidos de acordo
com o aparecimento continuo de distintas caracteristicas morfoldgicas externas em
determinado momento do desenvolvimento. Essas caracteristicas s@o descritas
detalhadamente e sdo consideradas critérios para o reconhecimento diferencial de cada

estagio (VIEIRA, 2011).

Fatores como a temperatura, a umidade e a oxigenacao sdo varidveis de grande

importancia na embriogénese dos queldnios, pois influenciam diretamente a taxa de
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desenvolvimento, duracdo da incubacdo, tamanho dos filhotes, metabolismo,
comportamento e principalmente determinacdo sexual (BULL, 1985; CAGLE et al.,
1993; GETTINGER et al., 1984; GREENBAUM, 2002; LESHEM & DMI’EL, 1986;
MILLER et al.,, 1987; OKADA et al., 2011).

Para padronizar as comparagdes de desenvolvimento entre espécies, trabalhos
anteriores sugeriram o uso de medidas de tamanho corporal, idade cronoldgica e estigio
morfolégico (HALL & MIYAKE, 1995). Devido a tamanhos diferentes e ao tempo de
desenvolvimento associado a diferentes espécies ou condi¢Oes experimentais,
comparacoes interespecificas sao ofuscadas ou impossiveis quando medidas ou dados de
idade cronoldgica absoluta sdo usados sem outras informacdes (GREEMBAUM &

CARR, 2002).

No que se refere aos Testudines, ordem dos queldnios, muitos j4 tiveram seus
estdgios embriondrios determinados, como descrevem os estudos realizados: para
Chelydra serpentina por Yntema (1968); Lepidochelys olivacea por Crastz (1982);
Pelodiscus sinensis por Tokita & Kuratani (2001); Trachemys scripta por Greenbaum
(2002); Emydura subglobosa por Werneburg et al., (2009); Podocnemis expansa por

Magalhaes (2017), sendo este ultimo realizado no Brasil.

Dentro da ordem dos Testudines, Yntema (1968) foi um dos primeiros a fornecer
um padrdo normal de estdgios embriondrios. Para Chelydra serpentina descreveu 27
estagios, e seu estudo foi considerado um “modelo teste” para muitas outras descri¢oes
embrioldgicas em diferentes espécies de queldnios. No entanto, a maioria dos
pesquisadores de desenvolvimento embriondrio de tartarugas citam o esquema de
estagiamento de Yntema (1968) sem abordar as formas em que o desenvolvimento de
seus embrides difere de C. serpentina (CREWS et al., 1991; GREEBAUM e CARR,
2001; WHITE e THOMAS, 1992).

Greembaum (2002), utilizou a morfologia do membro anterior como principal
critério para delimitar os estidgios, uma vez que essa carateristica é facilmente localizada
a partir da segunda metade do desenvolvimento e estd altamente conservado entre a
maioria dos tdxons de tartarugas. J& Magalhdes (2017), destacou para Podecnemis

expansa, caracteristicas morfolégicas que foram facilmente compardveis com outras

24



espécies de tartarugas, como os olhos, processo mandibular, membros e desenvolvimento

da carapaca.

5. Determinacao do sexual e desenvolvimento gonadal em répteis

Conceitualmente, a determinacdo do sexo nos vertebrados é definida como a
decisdo que conduz uma goénada bipotencial a se desenvolver em testiculos ou ovarios
(BARSKE & CAPEL, 2008). Nos vertebrados, pode-se observar uma grande variedade
de mecanismos de determinacdo do sexo, nos quais fatores genéticos e ambientais sao
fundamentais nesse processo. Genes-chave, os quais podem ou ndo estar presentes em
cromossomos sexuais, podem atuar como desencadeadores do inicio dessa cascata, no
que é conhecido como uma determinacao sexual mediada por fatores genéticos. Quanto
aos fatores ambientais envolvidos na determinacdo sexual, € conhecido que a
temperatura, pH e fatores sociais sdo importantes nessas vias em diversos grupos de
vertebrados (MANOLAKOU et al., 2006; SANDRA & NORMA, 2010).

A determinacdo do sexo varia entre os vertebrados amniéticos (mamiferos, aves e
répteis). Todos os mamiferos e aves possuem determinagdo genotipica do sexo ou GSD
(isto €, o gendtipo determina o sexo), mas vdrias formas diferentes de GSD sao aparentes.
Os mamiferos possuem heterogamidade masculina (machos XY e fémeas XX), sendo que
o macho freqiientemente possui cromossomos sexuais heteromorficos 6bvios, enquanto
a maioria das aves possui heterogamidade feminina (fémeas ZW e machos ZZ), tendo a
fémea muitas vezes cromossomos sexuais heteromorficos 6bvios. Os répteis exibem uma
variedade de sistemas de determinac@o do sexo, incluindo os sistemas GSD XX / XY, os
sistemas GSD ZZ / ZW, os sistemas GSD nos quais ndo foram identificados cromossomos
sexuais heteromorficos e os sistemas de determinacdo do sexo que respondem a
temperatura (determinacdo do sexo dependente da temperatura ou TSD). No ultimo
sistema, a temperatura de incuba¢do do ovo determina o sexo e ndo foram identificados
cromossomos sexuais heteromorficos, uma forma encontrada em muitos répteis de
postura (BULL, 1980; EWERT E & NELSON, 1991; JANZEN & PAUKSTIS, 1991a;
RAYNAUD & PIEAU, 1985).

A diferenciacdo gonadal ocorre durante o periodo termo sensivel (TSP), onde
esses Orgdos sdo originados das cristas gonadais que se desenvolvem a partir de um

espessamento do mesotélio, na regido medial aos rins mesonéfricos (FONTENELE-
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NETO et al. 2012; GILBERT, 2003; MCGEADY et al. 2006; MOORE & PERSAUD,
2008). Na diferenciagdo 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 sertdlicas e assim os corddes medulares formam o
principio dos corddes seminiferos (com contorno arredondado delimitado por uma
membrana basal (PIEAU et al., 1999). Enquanto que nos embrides femininos, as células
somdticas do epitélio cortical e as células germinativas proliferaram para formar os
foliculos ovarianos primordiais (GILBERT, 2003).

A maioria das literaturas, relatam que a determinagdo do sexo nos queldnios estd
diretamente relacionada com a temperatura de incubacdo dos seus ovos, pois em
temperaturas mais altas haveria um predominio de fémeas e nas mais baixas um
predominio de machos (ALHO et al., 1984; PIEAU et al., 1999; POUGH et al., 2001;
VALENZUELA, 2001; VOGT AND BULL, 1982); tendo também a influéncia de fatores
hidricos do ambiente (GUTZE & PAUKSTIS, 1983), e de muitas outras variaveis como
umidade, posi¢do dos ovos no ninho e metabolismo do embrido (VALENZUELA et al.
1997).

Durante o periodo termossensivel, as gdbnadas indiferenciadas sofrem influéncia
da temperatura e da presenca de hormdnios esterdides, alterando, assim, sua morfologia
para testiculo ou ovario (MERCHANT-LARIOS et al., 1997, MOROHASHI; BABA;
TANAKA, 2013). A biologia reprodutiva das espécies TSD pode ser melhor
compreendida com a investigacdo da influéncia destes hormonios sob o desenvolvimento
embrionario (LEMOS, 2019).

A determinagdo sexual dependente da temperatura (TSD) € o mecanismo mais
freqliente entre os queldonios, mas em algumas espécies a determinagdo sexual independe
da temperatura de incubacdo. A determinacdo sexual genotipica (DSG) é menos freqiiente
em queldnios, mas é comum em cobras e lagartos. Ja foram testadas 80 espécies quanto
ao modo de reproducdo, destas, 64 apresentaram TSD e 16 apresentaram DSG. Essa
amostragem engloba 12 das 14 familias de queldnios e cerca de 70% das espécies
conhecidas de tartarugas ainda ndo foram testadas quanto ao seu modo de reproducdo.
Cromossomos sexuais sdo reconhecidos em cobras e lagartos, mas sdo aparentemente
raros em anfisbénias e queldonios e ausentes em crocodilianos e na tuatara (Sphenodon

punctatus) (BULL, 1980; JANZEN & PAUKISTS, 1991a)
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Uma questdo filogenética, aparentemente simples, mas com profundas
implicagdes evolutivas ainda permanece sem um veredito conclusivo e diz respeito a
quem surgiu primeiro, se a TSD ou a DSG. Com base em estudos filogenéticos foi
sugerido que DSG € o mecanismo ancestral dos vertebrados (HEAD et al., 1987;
JANZEN AND KRENZ, 2004; WIBBELS et al., 1994). Para as tartarugas, a TSD seria
o mecanismo primitivo (EWERT & NELSON, 1991) e a DSG surgiu de forma
independente pelo menos seis vezes dentro desse clado (JANZEN & KRENZ, 2004). Para
lagartos a TSD teria se originado, independentemente, pelo menos trés vezes. Dessa
forma, altera¢des no mecanismo da determinacdo sexual seriam relativamente freqiientes
nos vertebrados (VALENZUELA & LANCE, 2004).

A identificagdo sexual em filhotes recém-eclodidos é desafiadora, pois os métodos
mais comumente utilizados sdo invasivos e, por vezes, requerem a eutandsia, como as
andlises através de estereomicroscopios e microscopia de luz. Em estudo realizado com
T. dorbignyi, Malvasio, Gomes e Farias (1999) afirmam que a estereomicroscopia é uma
técnica eficaz para determinacdo sexual em filhotes com até 294 dias, sendo a histologia
apenas necessdria em casos duvidosos. Ademais, inferem que, mesmo quando ocorre
remanescéncia dos ovidutos em 19 machos apds o sexto més de vida, as caracteristicas
morfoldgicas das gonadas sdo suficientes para distingui-los de fémeas.

O exame estereomicroscopico pode também ser utilizado seguramente para
identificar os sexos da espécie C. serpentina, pois Yntema (1976) destaca que a
porcentagem de machos com ovidutos remanescentes € baixa, sendo a auséncia desta
estrutura suficiente para ter-se minima confusao entre os sexos. Porém, em C. caretta, as
gbonadas em filhotes recém-eclodidos parecem nao apresentar distingdo macrdscopica,

fazendo necessério o uso da histologia (YNTEMA; MROSOVSKY, 1980).

5.1 Fatores Extrinsecos da Determinac¢ao Sexual

Estudos originados na década de 1960 demonstraram que a vulnerabilidade de
véarios répteis antecede a eclosdo e tem momentos criticos durante a incubacdo. A
descoberta de Chanier 1966, que a determinagdo sexual do lagarto Agama agama é
controlada pela temperatura de incubag¢do dos ovos abriu um novo campo de pesquisas.
Esta descoberta abriu um leque para um novo cendrio de pesquisas que busca determinar

os elementos fisicos que afetam e influenciam o sexo dos embrides de répteis.
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Atualmente, existe a concordancia de que a temperatura € o fator extrinseco principal da
determinacgdo sexual de intimeras espécies de quelonios.

Pieau (1971), foi o primeiro a trabalhar com queldnios descobrindo a TSD
(determinacao sexual dependente da temperatura) em Testudo graeca e Emys orbicularis.
Em 1979, Yntema manipulou a temperatura de incubagd@o ao longo de vérios estdgios do
desenvolvimento embriondrio de C. serpentina, definindo o momento em que a
temperatura age irreversivelmente sobre a diferenciacdo das gonadas, chamado de
periodo termo-sensitivo. O periodo termo-sensitivo em tartarugas de dgua doce
(Graptemys, Chrysemys picta e C. serpentina) e em tartarugas marinhas (Caretta caretta)
€ o mesmo e localiza-se no segundo terco do desenvolvimento embriondrio (BULL &
VOGT, 1979, 1981; VOGT & BULL, 1982 YNTEMA, 1979; YNTEMA &
MROSOVSKY, 1982).

O processo de determinagdo sexual em espécies de Testudines estd relacionado a
temperatura do ambiente, entre os quais se destaca Yntema and Mrosovsky (1980) em
Caretta caretta; Alho et al., (1985) em Podocnemis expansa e Malvasio et al., (1999)
com Trachemys dorbignyi, que assim como outras espécies de Testudines, a determinagao
sexual € inteiramente influenciada pela variagdao de temperatura (MALVASIO et al.,
1999), no qual o sexo dos descendentes € determinado pela temperatura de incubagdo
durante um periodo sensivel a temperatura (TSP) no terco médio do desenvolvimento
(RAMSEY et al., 2007).

Souza & Vogt (1994), em trabalho realizado com P. unifilis em ambiente natural
e controlado, mencionam que, em condicdes naturais, o sexo dos filhotes é influenciado
pela temperatura de incubagdo dos ovos, em que em temperaturas mais altas predominam
as fémeas e nas mais baixas, os machos. Yao & Capel (2005) concluiram que vdrias
espécies animais dependem de fatores extrinsecos, como por exemplo, a temperatura
ambiente, para determinar o sexo.

O efeito cumulativo da temperatura € um fator importante na determinagao sexual.
No estdgio inicial, no primeiro terco da incubagdo, a temperatura influéncia a
determinagdo sexual, mas € reversivel. No segundo ter¢o da incubagdo, definido como
periodo termo-sensitivo, a determinagdo sexual € irreversivel, (BULL & VOGT, 1981),
além disso a temperatura atua na sintese de enzimas envolvidas na diferenciacdo das

gonadas (PIEAU, 1996).
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O periodo de termossensibilidade foi demonstrado em vdrias espécies de répteis e
engloba o terco médio do desenvolvimento embriondrio. Este periodo comeca antes da
diferenciacdo gonadal e se estende até um momento em que mudangas especificas de
sexo estdo se tornando evidentes nas gdnadas. Durante o periodo termossensivel, a
determinagdo do sexo € sensivel tanto a amplitude como a duracdo de uma determinada
temperatura de incubaciao. (WIBBELS et al., 1994).

A influéncia da temperatura sobre a determinacdo sexual possibilita modifica¢des
no ambiente enddcrino durante o desenvolvimento. Em Trachemys scripta, foi observado
um aumento nas concentragdes de estradiol e da atividade da enzima aromatase (P450),
enzima responsdvel pela conversdo de andrégenos em estrégeno, provocando uma
producdo de 100% fémeas, diante do aumento na temperatura. Além de desencadear as
cascatas hormonais, a temperatura promove a ativagao/ repressao de diferentes tipos de
genes ligados ao sexo. Ligados a estes, receptores hormonais especificos criam o
ambiente urogenital adequado para o desenvolvimento gonadal de um ovdrio ou de um
testiculo frente a resposta hormonal. Dessa 2 forma, a temperatura de incubacao, torna-
se responsavel pela modulacio do sexo, através da ativagdo destes mecanismos
fisiologicos (CREWS et al., 2006).

A temperatura que defini o sexo dos individuos depende da temperatura pivotal
do ninho que produzird uma proporc¢do de 1:1, 50 % machos e 50 % fémeas. Valores
abaixo desta temperatura induzird a formacao de filhotes machos e acima, filhotes fémeas
(YNTEMA & MROSOVSKY, 1980), sendo 29,2° C a temperatura pivotal média
encontrada para ninhos de C. caretta no Brasil (MARCOVALDI et al., 1997), e 29° C
para ninhos de C. mydas no Mediterraneo (BRODERICK et al., 2000). Em K. scorpiodes,
a temperatura determinante dos machos sdo desenvolvidos em temperaturas proximas a
26°C e as fémeas em 30°C (FERREIRA-JUNIOR, 2009). Das 29 espécies de tartaruga
de dgua doce, oito j4 foram testadas, sendo que quatro apresentam determinagdo sexual
dependente da temperatura de incubacdo (Podocenmis sextuberculata, P. unifilis e P.
expansa, pertencentes a familia Podocnemididae e Kinosternon scorpioides da familia
Kinosternidae) e nas outras quatro a definicdo do sexo independe da temperatura da
incubacgdo (Phrynops geoffroanus, Mesoclemmys gibba, P. hilarii da familia Chelidae e
Peltocephalus dumeriliana da familia Podocnemididae). Para Kinosternon scorpioides os
dados sao ambiguos (EWERT et al., 2004) e estudos complementares sao necessarios

para se determinar a temperatura pivotal.
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A influéncia da temperatura de incubacdo ndo se restringe apenas a fase
embriondria, estendendo-se as fases posteriores do desenvolvimento, com reflexos no
modo de vida dos répteis adultos. A temperatura da incubacio pode exercer efeitos sobre
o fendtipo, independentemente da diferenciacio sexual e essas diferencas sdo distintas
entre os sexos e as espécies. No entanto, muitos efeitos atribuidos a temperatura da
incubacdo podem, na verdade, ser devidos ao sexo dos filhotes e juvenis.
(VALENZUELA, 2004).

As caracteristicas do habitat e o microambiente dos ninhos estdo ligados e tém
conseqiiéncias no desenvolvimento dos embrides e filhotes (WEISROCK & JANZEN,
2000). O local da nidificacdo terd influéncia decisiva no ambiente hidrico e termal dos
ninhos, afetando ainda as trocas gasosas entre a cAmara de ovos e o meio (ACKERMAN,
1980) e podera afetar a taxa de predacdo e a razdo sexual das espécies com DST
(FERREIRA JUNIOR et al., 2003a).

O tamanho e a coloracdo dos sedimentos afetam a temperatura dos ninhos de
Caretta caretta (NARO-MACIEL et al., 1999). Ninhos localizados em sedimentos mais
grossos de coloragdo amarela apresentam temperaturas mais elevadas que ninhos situados
em sedimentos finos e brancos. Em ninhos de C. mydas, acontece de forma semelhante
e durante o dia, ninhos com dreas de sedimentos escuros sdo submetidos a maiores
temperaturas que aqueles localizados em areias mais claras (HAYS et al., 2001). A
duracdo da incubacao também foi afetada pela composi¢do mineralégica dos sedimentos,
ninhos situados em sedimentos quartzosos apresentaram uma duracdo de incubagdo
menor que aqueles localizados em sedimentos de composicao carbondtica (MILTON et
al. 1997)

O tamanho do quelonio também deverd influenciar a escolha do local de
nidificacdo, pois individuos maiores escavam ninhos mais profundos onde as variagdes
da temperatura sdo menores (BURGER, 1976B; PACKARD & PACKARD, 1988;
THOMPSON, 1988b). Espécies de médio e grande porte como C. serpentina (PETOKAS
& ALEXANDRE, 1980), Podocnemis sextuberculata (PEZZUTI & VOGT, 1999), P.
expansa (ALHO et al., 1985; FERREIRA JUNIOR & CASTRO 2003) e Apalone mutica
(PLUMMER et al., 1994) preferem desovar em areas abertas e arenosas, mas apresentam
ninhos mais profundos. Espécies pequenas como Kinosternon. baurii (WILSON, 1998),

desovam em ninhos rasos, evitam areas abertas ou escolhem locais com uma maior
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umidade caracteristicas que podem impedir temperaturas muito elevadas que seriam
fatais aos embrides (WILSON, 1998; FERREIRA JUNIOR, 2003).

Devido a ampla distribuicdo geografica dessas espécies que ocupam diferentes
biomas € importante que se estabeleca o modo de reprodugdo e possiveis variacdes da
temperatura pivotal, pois essas informacdes podem auxiliar o estabelecimento de areas

prioritarias de conservagao e estratégias de manejo (FERREIRA-JUNIOR, 2009)

2.5.2 Fatores Intrinsecos da Determinaciao Sexual
e Hormonio

Os estrégenos e andrégenos sdo importantes em ambos 0S Sex0s em VArios
aspectos do crescimento, no desenvolvimento e na diferenciacao morfoldgica, bem como
no desenvolvimento e na regulacio do comportamento e dos ciclos sexual e reprodutivo
(YANG et al., 2010). Entretanto, os passos enzimaticos que envolvem a esteroidogénese
nas diferentes espécies, ndo estdo completamente compreendidos, havendo variagdes no
comportamento enzimdtico dentre as espécies de animais domésticos e silvestres.

As sugestdes de temperatura e a presenga dos hormonios esteroides durante o
periodo termosensivel, incidem diretamente sobre a gonada indiferenciada contribuindo
para o desenvolvimento de um testiculo ou ovario (MOROHASHI et al., 2013). Portanto,
alteracdoes no ambiente hormonal ou um deslocamento na temperatura podem alterar
determinagdo sexual do embrido de tartaruga (MERCHANT et al., 1997). Durante a fase
embriondria, a presen¢a dos hormodnios se constitui de suma importancia para a
diferenciacgao e estabelecimento sexual, pois genes especificos envolvidos na biossinteses
de esteroides sdo diferentemente expressos nas células somdticas de testiculos e ovarios
(Nakamura et. al., 1998).

As enzimas citocromo P450 aromatase se expressam nas godnadas, cérebro e
sistema nervoso de todos os vertebrados e até mesmo do protocordado anfioxo, regulando
a producdo de hormonios esteroides sexuais e funcdes reprodutivas (CONLEY et al.,
2009). Esta enzima age na gonada convertendo substrato de esteroide andrégeno em
estrégeno, desempenhando um papel fundamental em muitas fungdes bioldgicas que
dependem deste hormodnio, incluindo a diferenciacdo sexual de embrides em

desenvolvimento de vertebrados (YAO; CAPEL, 2005). Quando isso ocorre, inicia-se o
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aparecimento de gonadas femininas, e em casos de temperaturas baixas, a enzima nio
tem expressao suficiente para o desenvolvimento ovariano, e, entdo, testiculos surgirdo
(DESVAGES; PIEAU, 1992; GIRONDONT et al., 2010). Carvalho 2016 evidenciou que
as enzimas citocromo P450, citocromo P450c17 e NADPH-citocromo P450-redutase
estdo presentes no testiculo e epididimo do Kinosternon scorpioides nos diferentes
periodos climéticos e podem estar relacionados a sintese de testosterona.

Estudos da expressdo do gene SOX9 em camundongos demonstraram que o gene
estd expresso em baixos niveis nos primdrdios gonadais femininos e masculinos e sua
expressdo persiste nas células de Sertoli, desaparecendo no tecido ovariano. Dados
experimentais sugerem que o gene SOX9 é um gene critico para o desenvolvimento de
gbnadas masculinas em mamiferos, aves e répteis testudines (SPOTILA; SPOTILA;
HALL, 1998; YAO; CAPEL, 2005).

O conhecimento dos hormonios e de suas propriedades permitem o entendimento
da biologia reprodutiva, principalmente em espécies TSD, cujo o efeito hormonal possui
intima relacdo no desenvolvimento embriondrio. Portanto, quaisquer efeitos que
desencadeiem variacOes na temperatura podem alterar a resposta hormonal, a
determinacdo sexual e a dindmica das populacOes. As alteragdes climdticas e os
numerosos poluentes quimicos xenoestrogénicos sdo capazes de alterar a atividade
estrogénica bioldgica, afetando principalmente os tecidos reprodutivos gonadais que sao

altamente sensiveis aos efeitos destes (DURANDO et al., 2016).

e Expressao Génica

Os atuais mecanismos que iniciam a cascata de determinagado sexual sdo diversos,
muitos aspectos da determinacdo do sexo e, mais particularmente, a diferenciacdao
gonadal, sdo notavelmente conservada entre grupos de vertebrados. Os genes implicados
na determinacdo do sexo de mamiferos e na diferenciacdo gonadal, tais como Sox9,
Dmrtl, Mis, Sfl, Wnt4, Dax1 e FoxL2 também foi encontrado em espécies de aves e
répteis, incluindo répteis com TSD (FLEMING et al., 1999; GOVOROUN et al., 2004;
KETTLEWELL et al., 2000; LOFFLER et al., 2003; MALDONADO et al., 2002;
MURDOCK & WIBBELS, 2003b; SPOTILA et al., 1998; SMITH et al., 1999b;
WESTERN et al., 1999, 2000).

32



Para o entendimento da TSD, alguns estudos t€m sido conduzidos, produzindo as
primeiras informacdes sobre a regulacdo genética desse processo. A expressdao de genes
como Cl160RF62, CCT3, MMP2 e NFIB, NOTCH2 para Trachemys scripta
(CHOJNOWSKI & BRAUN, 2012); DMRTlem Trachemys scripta (MUDOCK &
WIBBELS, 2003; KETTLEWELL et al.,, 2000); SF1, WT1 e DAXI1 em Aligitor
Americano (WESTERN et al., 2000); WT1 e SOX9 em Trachemys scripta (SPOTILA et
al., 1998) tem sido relatada. Para esse tipo de estudo, a selecao de genes de referéncia é
necessdria para determinar o grau de estabilidade na expressdo dos genes candidatos em
todos os individuos. Para diversas espécies a padronizacdo do uso desses genes ja estd
disponivel (EXP()SITO-RODRfGUEZ et al., 2008; TENG et al., 2012), no entanto para

espécies menos estudadas faz-se necessario sua padronizacao.

No periodo termo sensivel (TSP), genes homdlogos em animais GSD também
desempenham papéis na determinacdo e diferenciacdo sexual de animais TSD. Os genes
sdao Sf1, Aromatase, Wtl, Sox9, Mis, Dmrtl, Dax1, Wnt4, FoxL.2, Fgf9 e Rspol (Ramsey
et al., 2007; Shoemaker et al., 2007; Rhen et al., 2007; Smith, et al. 2008). Sox9 e Wtl
assumem papel no desenvolvimento dos testiculos (Shoemaker et al., 2007). Aromatase
e FoxL2 assumem papel no desenvolvimento de ovdrios (Ramsey et al., 2007;
Valenzuela, 2008). Wnt4, Sfl e Fgf9 assumem papel no desenvolvimento gonadal

masculino e feminino (Ramsey et al., 2007; Rhen et al., 2007; Crews et al., 2007).

O padriao de expressao dos genes Sf1, Wtl, Aromatase, FoxL2, Sox9, Wnt4, Fgt9
e Rspol na gonada de embrido de Chelonia mydas foram aumentados durante o estagio
de desenvolvimento gonadal e estudo sobre o nivel de proteina também apoiou os
resultados na expressdao de genes respectivos (BRAILAN et. al., 2015). O DMRT-1 é
outro gene de elevada expressdo e requerimento durante o processo de diferenciacdo
testicular em mamiferos e aves. Tal gene ja foi identificado nas gonadas em diferenciacao
testicular de alguns répteis, porém ainda ndo em tartarugas marinhas (MALDONADO et
al., 2002; WIBBELS, 2003). O gene SOX9 foi isolado em alta concentragdo em um
estudo com tartarugas olivas em diferenciacdo gonadal testicular, e em baixa
concentracdo em tartarugas em diferenciacdo gonadal para ovarios (MALDONADO et

al., 2002; WIBBELS, 2003).
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Uma caracteristica conservada da determinacdo do sexo dos vertebrados € a
capacidade dos hormonios esterdides para influenciar tanto a Determinacdo Sexual
Genotipica (exceto em mamiferos eutérianos) como Determinacdo Sexual Dependente da
Temperatura. Em muitos vertebrados, o estrogénio desempenha um papel proeminente
na diferenciacdo dos ovdrios. A inibicdo de Cypl9al (aromatase P450), a enzima que
converte a testosterona em estradiol (E2), durante o TSP, produz os filhotes masculinos

de temperaturas tendenciosas femininas (CREWS & BERGERON, 1994).

O fator esteroidogénico 1 (Sfl), um gene conhecido por regular a expressdo de
enzimas esteroidogénicas gonadais incluindo a aromatase (MOROHASHI & OMURA,
1996). Sf1 € crucial na determinacdo e diferenciacdo do sexo dos vertebrados
independentemente do mecanismo determinante do sexo. Além de suas funcdes
esteroidogénicas, € fundamental para a manuten¢do da gonada bipotencial precoce e

desempenha um papel critico na diferenciacao testicular.

Segundo Ramsey and Crews (2009), determinados genes podem estar
relacionados com a expressao de caracteristica em tartarugas com determinacdo sexual
dependente da temperatura, uma vez que a mesma pode estar regulada de acordo com a
quantidade do hormoénio estrogénio no interior das gonadas. O aumento ou diminui¢do
deste hormonio pode determinar, de acordo com a expressdo de genes especificos, a
producdo de fémeas e machos respectivamente.

Apesar de a temperatura da incubagdo ser reconhecidamente um fator que afeta a
determinacdo sexual dos embrides, a taxa de estrogeno € um elemento ainda mais
importante, pois embrides tratados com estrégeno geram fé€meas em temperaturas
apropriadas ao desenvolvimento de machos e machos se desenvolvem quando a sintese
de estrégeno é bloqueada em uma temperatura que tipicamente produz fémeas
(WIBBELS et al., 1994; PIEAU, 1996). Mas como € a temperatura de incubacdo que
regula a produgdo de estrogeno, deduz-se que no ambiente natural a temperatura da
incubacdo € o elemento basico da determinagdo sexual (WIBBELS ez al., 1994).

Trés hipéteses provaveis e complementares foram apresentadas para explicar
como a TSD pode ser desencadeada. A primeira hipdtese supde-se que existem

promotores sensiveis a temperatura que induzem ou reprimem a expressao de genes

gonadais cujos produtos sdo reguladores das cascatas de genes e/ou vias bioquimicas que
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determinam o destino gonadal (MERCHANT-LARIOS, 2001). A segunda hipétese
elabora a existéncia de vias bioquimicas gonadais que se tornam sensiveis a temperatura
de incubagdo por meio de intermedidrios metabdlicos cujas concentragdes celulares
mudam dependendo da temperatura de incubacdo (JEYASURIA, & PLACE, 1998). O
terceiro cendrio hipotético exige a participacdo do sistema nervoso. Neste modelo, fibras
nervosas sensitivas sensiveis a temperatura localizadas dentro das godnadas podem
sinalizar informacgOes térmicas e liberar neurotransmissores localmente apds serem

estimuladas (GUTIERREZ-OSPINA, 1999 E JIMENEZ-TREJO, et. al., 2011).
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RESUMO

Descreve-se a biologia do desenvolvimento embriondrio do K. scorpioides, com base no
fendtipo uma vez que a espécie possui importancia para a fauna silvestre maranhense
associada a informacdes embrioldgicas bdsicas a fim de proporcionar uma maior
compreensdo do manejo reprodutivo. Fémeas foram acompanhadas ao longo do ciclo
reprodutivo, por videomonitoramento, para identificacdao de ninhos e de presenca de ovos
recém-postos. Em intervalos regulares semanais, amostras de embrides foram coletos;
fixados em solugdo de paraformol 4% e conservados em alcool 70%. Para caracterizagdo
do embrido utilizamos um estereomicroscopio e 0 método de microscopia eletronica de
varredura. Descrevemos 15 estdgios embriondrios com ciclo de desenvolvimento de 15
semanas (105 dias). Somente aos 42 dias (6° semana) percebeu-se a caracterizacdo
morfoldgica de um queldnio e na 12° semana (Estagio XII) a caracterizagdo fenotipica da
espécie K. scorpioides. Diante das caracteristicas evidenciadas, as fases do
desenvolvimento embriondrio assemelharam aos demais queldonios e as caracteristicas
fenotipicas sofrem variacdes estruturais no surgimento e desaparecimento de estruturas

devido as caracteristicas especificas descritas.

Palavras-chave: Reproduc¢do, embriologia, cdgado, tartaruga da lama.
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STAGES OF EMBRYONIC DEVELOPMENT OF THE AMAZONIAN TURTLE
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ABSTRACT

The embryo developmental biology of K. scorpioides is described, based on the
phenotype since the species is important for the wild fauna of Maranhao associated with
basic embryological information in order to provide a greater understanding of
reproductive management. Females were monitored throughout the reproductive cycle,
by video monitoring, to identify nests and the presence of newly laid eggs. At regular
weekly intervals, embryo samples were collected; fixed in 4% paraformol solution and
preserved in 70% alcohol. To characterize the embryo, we used a stereomicroscope and
the scanning electron microscopy method. We describe 15 embryonic stages with a 15-
week development cycle (105 days). Only at 42 days (6th week) was the morphological
characterization of a chelonian noticed and at the 12th week (Stage XII) the phenotypic
characterization of the species K. scorpioides. In view of the evidenced characteristics,
the phases of embryonic development resembled the other chelonian and the phenotypic

characteristics undergo structural variations in the appearance and disappearance of

structures due to the specific characteristics described.

Keywords: Reproduction, embryology, tortoise, scorpion mud turtle.
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1. INTRODUCAO

Investigacdes sobre a reproducdo de queldnios sdo fundamentais para assegurar
sustentabilidade, conservacao e estabelecimento de planos de manejo reprodutivo. Apesar
da longevidade dos Jabutis, cdgados e tartarugas de dguas doce e salgada, eles ainda
apresentam baixas taxas de crescimentos, podendo ocasionar declinio populacional e até
mesmo extingdo por acdes de caga, desmatamento e alteragdes ambientais, uma vez, que
elas antecedem a eclosdo, e momentos criticos durante a incubagdo natural dos ovos. Estes
fatores nao favorecem a maturidade para o nascimento, ocasionando aumento da
mortalidade, reduzindo o recrutamento de jovens na manuten¢do da populacdo (Ferreira
Junior, 2009).

O estabelecimento dos estagios embriondrios em répteis sao definidos de acordo
com o aparecimento das caracteristicas morfolégicas externas ao longo do
desenvolvimento. Sendo elas, consideradas critérios para o reconhecimento diferencial
de cada estagio (Vieira et al., 2016). Fatores como temperatura, umidade e oxigenagao
sdo variaveis importantes na embriogénese dos quelonios, pois influenciam diretamente
a taxa de desenvolvimento, duracdo da incubac¢do, tamanho dos filhotes, metabolismo,
comportamento e principalmente a determinacdo 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).

Algumas espécies da ordem Testudines tiveram seus estdgios embriondrios
determinados: Chelydra serpentina (Yntema, 1968); Lepidochelys olivacea (Crastz,
1982); Pelodiscus sinensis (Tokita & Kuratani, 2001); Trachemys scripta (Greenbaum,

2002); Emydura subglobosa (Werneburg et al., 2009); Podocnemis expansa (Magalhaes,
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2017). Entretanto, a espécie K. scorpioides, tem de forma inédita, a descricao bioldgica
das fases do desenvolvimento embrionério..

Com ampla distribui¢cdo geografica o K. scopioides ¢ uma tartaruga semi-aquatica,
da familia Kinosternidae, integrante da fauna silvestre amazonica. Encontra-se presente
nas regides norte e nordeste do Brasil, nos Estados do Amazonas, Pari, Amapa,
Rondodnia, Mato Grosso, Maranhdo, Tocantins, Goids e Minas Gerais (Vogt et al., 2015).
Dados bioldgicos sobre esta espécie, vem sendo investigados a anos por estudiosos
maranhenses, principalmente sobre a sua biologia reprodutiva (Sousa et al., 2014; Viana
et al., 2016; Chaves et al., 2020).

A importancia que a espécie possui para a fauna silvestre amazonica, associada as
informacdes embrioldgicas em um contexto de explora¢do racional sustentam este estudo
que tem como objetivo, descrever os estdgios embriondrio da espécie, com base na
descricdo fenotipica, a servir de referencial na padronizacio de cada evento embrioldgico,
a propiciar compreensao do manejo reprodutivo na elaboracdo de medidas eficientes de
protecdo em ambiente natural, bem como ao desenvolvimento de projetos de estimulo a

criacdo em cativeiro para fins zootécnico e comercial amparada em leis ambientais.

2. MATERIAL E METODO

2.1 Animais

Os animais pertencem ao Criadouro Experimental para a espécie Kinosternon
scorpioides (Licenca IBAMA N° 1899339/2008), em Sdo Luis-MA (02° 31* 47 S 44°
18' 10" W). Foram videomonitorados um lote de 19 fémeas e 7 machos, adultos
sexualmente maduros (idade acima de 3 anos e comprimento médio de carapaga de 14

cm). Observagdes in loco diariamente para a identificacdo de cOpula, nidificacdo e
51



postura, além de acompanhamento radiografico e ultrassonogrifico das fémeas eram
realizados, para identificar presenca de ovos nos ovidutos. Todo o manejo foi autorizado
pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade-ICMBio/Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis (IBAMA-MA) com o
licenciamento SISBIO pra coleta “in situ” dos animais sob n® 47635-4/2016 e também

pelo Comité de Etica e Experimentacio Animal (CEEA) da UEMA sob n° 57/2017.

2.2 Coleta de ovos e embrioes

Amostras de ovos, apds postura, ao longo de 12 meses, eram armazenados em
incubadoras artificiais para répteis (Jaeger, Alemanha) com controle de temperatura
média a 28°C. O desenvolvimento embriondrio foi descrito a partir de cinco exemplares
de ovos, em intervalos regulares de 1 semana, totalizando 75 amostras. Com base na
ciéncia do Bem Estar Animal, embrides, a partir de 21 dias, eram eutanasiados com
infiltrado diretamente no ovo com solugdo de tiopental sédico (20mg/kg) (Carpenter,
2006), enquanto aqueles nos estdgios acima de (56 dias) eram administrados, 0 mesmo

anestésico na cavidade celomatica (100mg/kg) (AVMA Panel on Euthanasia., 2013).

2.3 Descricao dos estagios embrionario

Para a descricao do desenvolvimento embriondrio, baseamos no surgimento de
caracteristicas morfoldgicas externas, observadas ao estereomicroscopio (LEICA EZ4) e
as imagens registradas com camera fotografica (SonyDSC Modelo, 16,2 Mega pixels).

Os embrides coletados foram fixados em Paraformol 4% por um periodo de 48
horas, conservados em alcool 70% e desidratados em séries crescentes de dlcool (80, 90

e 100%), secos em estufa de CO; (24°C), colados em suporte (stub). Sequencialmente o
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recobrimento metalico com ouro por — sputtering e observados no aparelho de
microscopia de varredura modelo ME Leo 435 VP para andlise e caracterizagdo das

estruturas.

3. RESULTADO

O periodo médio de incubacdo para a espécie Kinosternon scorpioides,
submetidos a incubacdo com temperatura média controlada de 28°C foi de 105 dias (15
semanas) o que permitiu identificar 15 estagios do desenvolvimento, tomando como base,
os estudos de Ytema (1968) para a tartaruga Chelydra serpentina. As descri¢des deste
estudo baseou-se nas caracteristicas morfolégicas de formacdo do olho, processo
mandibular, membros e do escudo dérmico, as quais serviram de base na comparacdo a

outras espécies de queldonios aquaticos (Tabela 1).

3.1 Cabeca e desenvolvimento axial

Caracterizamos o estdgio I (7 dias) pelo formacao do disco embriondrio, vitelo e
o albumen (Fig. 1A), nesta fase ainda ndo estava visivel o embrido. A partir do estagio 11
(14 dias) era percebido a organizacao dos tecidos na formacao dos sistemas, evidenciando
0 coragdo primitivo e a formagdo dos vasos sanguineos, € o surgimento das vesiculas
cerebrais, Opticas, arcos faringeos e curvatura da coluna (Fig. 1B e 4A). No estagio IV
(28 dias), a flex@o corporal era evidente e continua, com o embrido aparentando a forma
de arco. Processo de formagdo da cabeca e regido cefdlica com quatro vesiculas cerebrais,
percebendo-se a organizagdo do sistema nervoso. A vesicula optica definida com retina
pigmentada, fissura coroide e pupila (Fig. 1D). No estigio V (35 dias) € notédvel a
formacdo da cabeca com placdédio Optico definido com retina e iris completamente

pigmentada e fissura coroide como uma linha, além do processo maxilar estendendo-se
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proximo aos olhos e fusionados ao processo fronto- nasal. Em K. scorpioides a péalpebra
inferior comeca a se formar no estigio VI (42 dias), enquanto que a palpebra superior
aparece no estagio VII (49 dias) e ambas estdo formadas e cobrem a maior parte do olho
no estdgio IX (63 dias) (1G, 2A, 3D e 4G), destacamos que os 6rgaos da visdo ganham
notariedade. A formacdo da carincula, estrutura que auxilia na abertura da casca do ovo
é um processo observado e sdo determinantes para o processo de eclosio. E observada no
estagio VIII (56 dias), momento que o maxilar e a mandibula estdo formados e permanece
até o estdgio XV (105 dias/nascimento), quando este mecanismo auxilia na quebra da
casa do ovo (Fig 4F e I). Os escudos dérmicos da carapaga e do plastrdao do K. scorpioides
encontram-se totalmente formados a partir de 70 dias (estdgio X), evidenciando
completamente a caracteristica da espécie. Esta estrutura formara o exoesqueleto protetor
das visceras (Fig.2B). Essas caracteristicas foram observadas no terco final do
desenvolvimento, a partir de 84 dias (Estdgio XII). A coloracdo da carapaca a principio é
fortemente escura, com machas levemente amarelada nas bordas com plastrao negro ao

centro e levemente amarelado nas extremidades (Fig 2E e F).

3.2 Desenvolvimento apendicular

O aparecimento, dos brotos a originar os membros tordcico e pélvico ocorreram
simultaneamente no estagio III (21 dias), sendo que no estagio IV (28 dias) os brotos dos
membros toracicos apresentavam-se maior € mais cranial que os pélvicos (Fig. 1C e D,
3A e 4B). No estagio V (35 dias) uma delimita¢do no tronco, por um sulco longitudinal
mostra o inicio da formacao da carapaca (Fig. 1E, 3B e 4C) bem definida no estagio VI
(42 dias), e ainda em continuo crescimento com marcante caracteristica dos membros, ¢

pigmentagdo da pele de cor cinza e surgimento das placas digitais evidenciando a forma
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peculiar da ordem Chelonia (Fig. 1F, 3C e 4D). Aos 42 dias (estdgio VI) os membros
apresentam placas digitais, aos 49 dias (estdgio VII) tem-se as placas digitais e os digitos
formando aspecto serrilhado na borda dos membros, aos 56 dias (estdgio VIII) os cinco
digitos estdo separados pelas membranas interdigitais e aos 70 (estdgio X) e 98 dias
(estagio XIV), eles estdo completamente formados com as garras, dobras cutaneas e

escamas (Fig. 3C- 31).

3.3 Diferenciacio sexual macroscopica

A papila urogenital, estruturas que no individuo adulto serd modifica para
diferenciacdo sexual, determinando o sexo, foi observada a partir de 56 dias (estdgio
VIII), comecando a ser envolvida pela estrutura cloacal aos 63 dias (estdgio IX) e aos 84
dias (estagio XII) a cloaca estd em formacao (fig. 1H, 2A e D). A caudal € curta e a partir
dos 70 dias (estdgio X) observa-se a formacdo de um apéndice cornea na extremidade,
que da o nome para a espécie. No estdgio XV (105 dias) caracteriza-se a eclosdo com o
nascimento. O padrao fenotipico da espécie € marcante, porém, ndo ha diferenciacdo do
dimorfismo sexual. Todos os nascidos eram semelhantes, com cabeca em forma triangular
cinza escuro com manchas amarela e rostralmente o focinho alongado bem definido.
Pescog¢o com pregas cutaneas de coloracdo cinza ou negra. Presenca de trés pares de
barbelas mentonianas. A carapaca com trinta e seis placas dérmicas (nucal, vertebrais,
costais e marginais) enquanto o plastrdo recoberto externamente por seis pares de escudos
corneos denominados gular, umerais, peitorais, abdominais, femorais e anais. Membros
tordcicos e pélvicos com membranas interdigitais reduzidas com cinco dedos com unhas
pontiagudas. Pedunculo vitelinico fechado e marcado por anel central no plastrao e um
pequeno saco vitelinico pode estar persistente (Fig. 2G). A caudal é do mesmo tamanho

para todos os recém eclodidos, ndo apresentando dessa forma dimorfismo sexual.
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4. DISCUSSAO

Os embrides de K. scorpioides podem ser distinguidos de outras espécies por seu
padrdo fenotipico de pigmentacdo, caracteristicas da quilha longitudinal da carapaca,
escudos dérmicos do exoesqueleto, formado pela juncdo da carapaca com o plastrdo.
Comparagdes sobre o desenvolvimento, entre as espécies de quelonios, é algo ainda
complexo, devido diferencas de tamanho e tempo envolvidos nas fases embriondrias
(Greembaum & Carr, 2002). O uso de medidas de tamanho corporal, idade cronolédgica e
estdgio morfolégico sdo ferramentas utilizadas para padronizar essas comparagoes
interespecificas (Hall & Miyake, 1995). Tradicionalmente, dois “modelo de teste” t€ém
sido usadas para Testudines, os de Yntema (1968) e Miller (1985). Eles servem de base
aos estudos realizados que descreveram a embriologia do desenvolvimento de tartarugas,
e neles ha diferencas no desenvolvimento entre as espécies.

O aparecimento da carapaca dos quelonios € um elemento varidvel entre as
espécies, tanto nos estdgios do desenvolvimento, bem como na morfologia e coloracao.
Aos 42 dias (Estdgio V1) a carapaca do embrido de K. scorpioides, encontra-se definida,
com o inicio da formacgdo do plastrdo, em um padrdo caracteristico das tartarugas. Estes
sao achados concordantes a outras espécies de tartarugas, como as marinhas Chrysemys
picta e Chelonia mydas, em estudos semelhantes a este, surgindo entre os 22 e 28 dias de
incubacdo, tempo este inferior, mas atribuido ao menor tempo de incubagao (Andrews,
2004).

A formacao inicial dos olhos € iniciada pelo aparecimento da vesicula Optica,
destacando se o aparelho visual de forma marcante apés o desenvolvimento da retina, iris,
pupila e pélpebras inferiores e superiores. A vesicula 6ptica € claramente visivel em P.

expansa no estigio 6 (6 dias), enquanto a vesicula 6ptica € visivel no estdgio 7 (9 dias)

56



em C. serpentina (Yntema 1968) e Mauremys japonica (Okada et al. 2011) e no estdgio
8 (4 dias) em Pelodiscus sinensis (Tokita & Kuratani, 2001).

Na tartaruga vermelha (Emydura subglobosa), a palpebra inferior aparece
precocemente, por volta do 13° dia (estdgio 5) e ja comeca a sobrepor ao olho, atingindo
o nivel de lente (Werneburg et al., 2009). Neste aspecto, em tartaruga C. serpentina estas
caracteristicas foram observadas aos 30 dias de desenvolvimento e aos 20 dias em P.
sinensis (Yntema, 1968; Tokita & Kuratani 2001). Em M. japonica (tartaruga de pedra),
a caruncula foi evidenciada incialmente como pequeno processo branco sob a narina
(estagio 17), apresenta-se pontiaguda no estdgio 26, caracteristica peculiar da espécie
(Okadaet. al., 2011). Aos 63 dias (Estdgio IX) observa-se a ranfoteca revestindo os ramos
da mandibula juntamente com a formacdo da barbela na regido ventral da mandibula (Fig
2A e 4D). Ela auxilia os animais a selecionar, despedacar e ingerir seus alimentos em
substituicdo aos dentes. Apresenta caracteristicas proprias que variam conforme a dieta,
podendo, desta forma, ser utilizada para identificar as diferentes espécies de tartarugas
(Wyneken, 2001).

Diferentemente da descri¢cdo de Greembaum (2002), para Trachemys scripta, que
fundamentou-se apenas nas caracteristicas dos membros tordcicos como critério para
delimitar os estagios. Em K. scorpioides aprofundamos a caracteriza¢do das vérias fases
do desenvolvimento partindo da fase inicial a eclosdo. Para Greenbaum (2002) a
morfologia dos membros tordcicos € o principal critério para a delimita¢dao dos estagios,
pois € facilmente analisada até a segunda metade do desenvolvimento, e é altamente
conservada entre a maioria das tartarugas. A tendéncia no desenvolvimento dos membros
€ que os toracicos antecedam os pélvicos, acontecimento descritos nas espécies (Chelydra

serpentina, Pelodiscus sinensis, Emydura. subglobosa e M. japonica), ou ambos
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manifestam-se simultaneamente e sincronicamente (Podecnemis expansa e Chrysemys
picta) (Tokita & Kuratani 2001).

O dimorfismo sexual dos adultos de K. scorpioides é marcante, com os machos
apresentando cauda comprida e plastrdo concavo e as fémeas com cauda curta e plastrao
reto (Molina & Rocha 1996). Em filhotes recém eclodidos a cauda tem o mesmo
tamanho, sendo ainda curtas e o plastrdo reto. Outra estrutura importante na diferenciacio
sexual € a papila urogenital, Magalhaes (2017) descreve que ela € a precursora da cloaca
na tartaruga-da-Amazonia (Podocnemis expansa), aparecendo aos 30-35 dias (Estdgio
19); em Emydura subglobosa, esta estrutura torna-se perceptivel aos 28 dias (Estdgio 9)
(Werneburg et al., 2009).

As taxas de crescimento de embrides de vertebrados € altamente varidveis dentro
e entre as espécies e dependem da temperatura de incubagdo (Reiss 1989). A temperatura
de incubacdo influencia sua duracdo e o grau de desenvolvimento (Janzen e Morjan
2002), em baixas temperaturas aumentam o tempo e diminuem a taxa de
desenvolvimento, enquanto em temperatura elevada diminuem a duracdo e aumentam a
taxa de desenvolvimento (Bull & Vogt, 1981; Alho et al. 1985; Souza & Vogt, 1994;
Valenzuela, 2001). Desta forma, essas temperaturas precisam ser levadas em
consideragdo quando das comparacdes, uma vez que os ovos incubados, em diferentes
temperaturas podem apresentar resultados divergentes. Em K. scorpioides os ovos foram
submetidos a incubacdo com temperatura média controlada de 28°C. As observagdes,
mesmo semelhantes a outras espécies relatadas, tiveram algumas diferencas importantes
e elas podem estarem ligadas aos caracteres morfologicos das variacdes interespecificas,
enquanto a temperatura de incubacdo influencia as diferencas relacionadas ao estigio

embrionario.
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As caracteristicas morfoldgicas do desenvolvimento embriondrio da espécie K.
scorpioides apresentaram estados semelhantes, com poucas diferencas, a outras
tartarugas. Algumas caracteristicas foram encontradas atrasadas ou aceleradas em
comparacdo aos achados de Ytema (1968), para a tartaruga Chelydra serpentina. Além
disso, fortes evidéncias deste estudo, apoie a hipbtese que as caracteristicas morfolégicas
do desenvolvimento embriondrio desta espécie, assemelham-se aos demais queldnios,
apresentando algumas varia¢des no surgimento e desaparecimento de estruturas.

As informacdes geradas pela andlise do desenvolvimento embriondrio de K.
scorpioides fornecem base para pesquisas com espécies do mesmo género e também a
outras espécies de cdgados de dgua doce, uma vez que as condi¢des de temperatura e
umidade que os ovos sdo submetidos durante a incubacdo atuam na variacdo desse
periodo, na velocidade das reacdes metabdlicas e consequentemente no desenvolvimento
do embrido. Outro aspecto na diferenca entre a cronologia do desenvolvimento em
tartarugas, pode ser atribuida as caracteristicas morfolégicas necessdrias a cada espécie
de acordo com seu habitat em decorréncia do processo da prépria evolugao. Desta forma,
o presente estudo contribui para o entendimento das vérias fases da evolugdo embrionéria
e do manejo reprodutivo desta espécie controlada em cativeiro, levando em consideracdo
a temperatura de incubacdo, valendo ressaltar a importancia de ampliar os estudos para

entender as variagdes intraespecificas.

4.CONCLUSAO

Em Kinostenon scorpioides as fases do desenvolvimento embriondrio ocorreram
em 105 dias, da postura a eclosdo, em momentos de formacdes estruturais semelhantes a

outras tartarugas, mesmo em periodos de tempos diferentes.
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Figure 1. Embryonic development of Kinosternon scorpioides. Side view: A - Stage I: Yolk sac (YS), Blastodisc (arrow); B- Stage 1I:
Cerebral vesicles - Forebrain (F), Midbrain (M), Rhombencephalon (R), Optic vesicle (Ov), Somites (S), Cardiac area (Ca). C- Stage III:
Pharyngeal arch (arrow), Cardiac area (Ca), Chest limb bud (CI), Pelvic limb bud (PI), Tail process (Tp). D- Stage IV: Cerebral vesicles -
Telencephalon (T), Diencephalon (D), Midbrain (M), Rombencephalon (R), Pupil (asterisk), Choroidal fissure (arrow). E - Stage V: Placode
(dashed rectangle), Fronto-nasal process (Fp), Longitudinal groove (red line), Vitelline vein (Vv). F- Stage VI: Nasal pit (Np), Carapace (Cr),
Pastron in formation (P1), upper eyelid (arrow); G- Stage VII: Marginal shields (Ms), Pigmentation of the base of the digits (dashed rectangle),
upper and lower eyelid (arrow); H- stage VIII: Maxilla (Mx), Mandible (Md), Interdigital membrane (arrow), Urogenital papilla (Up).

* Image of Kinosternon scorpioides embryos in different stages of incubation. Barr scale: 0.1 cm
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Figure 2. Embryonic development of Kinosternon scorpioides. Side view: A - Stage IX: Abdominal shield (As), Gular shield (Gs) and Femoral shield
(Fs), Opening of the plastron (Op); B- Stage X: Dermal shields: Gular (G), Humeral (H), Abdominal (A), Femoral (F), Axillary (Ax), Inguinal shield
(I). C- Stage XI: Head is light gray with small white spots and claws are thick and curved; D- Stage XII: Neck and limbs take on a dark gray color;

scales on the limbs and longer claws. Dorsal and ventral view: E, F and G - Stage XIII to XV (day of birth): marked development of the phenotypic
patterns of the species.
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Figure 3. Electromicrograph of the thoracic limbs of Kinosternon scorpioides embryos. A: Stage III - Beginning of bud formation. B: Stage V -
Bulging of the shoots in the lateral regions. C: Stage VI - Emergence of digital cards. D: Stage VII- Member with a serrated edge. E: Stage VIII -
Five digits separated by digital membranes. F: Stage X- Digits with folded skin and claws; G: Stage XI - Higher number of skin folds, scales and
thick and curved claws; H: Stage XII- Higher number of scales. I: Stage XIV- Member fully formed.
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Figure 4. Electromicrograph of the head of Kinosternon scorpioides embryos. A: Stage II - Optic vesicle slightly recognized; pharyngeal arches.
B: Stage III - more evident optic vesicle; maxillary and mandibular process. C: Stage V - Head region presents placode formed with retina and iris;
maxillary process fused with the fronto-nasal process. D: Stage VI- Growth of the lower eyelids. E: Stage VII- Prominent placebo and formation of
the upper eyelids; F: Stage VIII- Upper and lower eyelids beyond the edge of the eye; fully formed maxilla and mandible; presence of caruncle. G:
Stage IX- Upper and lower eyelids; jaw, rhamphoteca and dewlap. H: Stage XI - Projections of the dermal papillae and a greater number of skin
folds in the neck. I: Stage XII to Stage XIV - Most prominent and numerous neck folds; fully formed eyelids, clear pupils and presence of caruncle.
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Table 1. List of freshwater chelonian with determined embryonic stages

Espécies

Chelydra

Chelydra serpentina
Chelidae

Emydura subglobosa

Emydidae

Chrysemys picta

Emididae

Trachemys scripta elegans
Geoemydidae

Mauremys japonica
Podocnemididae
Podocnemis unifillis

Podocnemis expansa
Trionychidae
Apolone spinifera
Pelodicus sinensis

Nome Comum
Snapping turtle

Red-bellied Short-necked
turtle

Painted turtle

Red-earedslider turtle
Japanese pond turtle
Yellow-spotted Amazon river

turtle
Arrau turtle

Spiny softshell turtle

Referéncia

Ytema (1968)

Werneburg, Hugi, Muller e Sdnchez-Villagra (2009)

Mahmoud, Hess e Klicka (1973)

Cordero e Janzen (2013)

Greebaum (2002)
Okada, Yabe e Odas (2011)
Guzman e Bonilla (1990)
Magalhaes (2017)

Greebaum e Carr (2002)
Tokida e Kuratani (2001)
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CAPITULO III: IMUNOLOCALIZACAO E EXPRESSAO GENICA DE P450 E SX09:

ASPECTO DO DESENVOLVIMENTO GONADAL DE Kinosternon scorpioides
(TESTUDINES, KINOSTERNIDAE).
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RESUMO

A temperatura de incubacdo demonstrou controlar a determinacdo do sexo (TSD) das
Subordens de tartarugas, incluindo tartarugas de 4gua doce, terrestres e marinhas. O
Kinosternon scorpioides, ¢ um dos animais em que o seu sexo é determinado pela
temperatura de incubacao do ovo associado aos genes homoélogos da determinagdo sexual
genotipica (GSD) que desempenham um papel no processo de TSD. Os mecanismos que
desencadeiam esse processo permanecem obscuros, € por isso a pesquisa objetivou-se
caracterizar a biologia reprodutiva do K. scorpioides, tendo como base o desenvolvimento
gonadal, por meio da andlises imunohistoquimica e identificacdo de genes especificos
(p450, Sox9), que podem estar relacionados ao desenvolvimento e manutencao de ovarios
e testiculos. Os genes p450 (aromatase do citocromo) e Sox9 apds a amplificagdo por
PCR convencional foram expressos nas amostras de tecido de ovério e testiculos de
jurards adultos e nas gonadas indiferenciada de embrides e filhotes. A imunorreacdo da
enzima citocromo p450 aromatase e Sox9 foram positivos no complexo mesonefro-
gonada em todas a fases embriondria estudadas. Em relacdo a expressdao de genes
especificos na determinacdo sexual, todos os genes estudados (p450 e Sox9), estdo

presentes nos 6rgao reprodutivo aduldos e gonadas indiferenciada da espécies.

Palavras-chave: Quelonio; Expressao génica; diferenciacdo sexual
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ABSTRACT

The incubation temperature has been shown to control the sex determination (TSD) of
turtle Suborders, including freshwater, land and sea turtles. Kinosternon scorpioides, is
one of the animals in which their sex is determined by the incubation temperature of the
egg associated with the homologous genotypic sex determination (GSD) genes that play
arole in the TSD process. The mechanisms that trigger this process remain unclear, and
so the research aimed to characterize the reproductive biology of K. scorpioides, based
on gonadal development, through immunohistochemistry and identification of specific
genes (p450, Sox9) , which may be related to the development and maintenance of ovaries
and testicles. The genes P450 (cytochrome aromatase), and Sxo9 after amplification by
conventional PCR were expressed in the samples of ovarian tissue and testicles of adult
swears and in the undifferentiated gonads of embryos and offspring. The immunoreaction
of the enzyme cytochrome p450 aromatase and Sox 9 were positive in the mesonephro-
gonad complex in all studied embryonic phases. Regarding the expression of specific
genes in sexual determination, all the studied genes (p450 and Sox9), are present in the
adulterated reproductive organs and undifferentiated gonads of the species.

Keywords: Chelon; Gene expression; sexual differentiation
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1. INTRODUCAO

A reproducdo em cativeiro de queldnios torna-se importante por ser uma
alternativa eficiente nos estudos e processos de conservacao da biodiversidade da fauna
silvestre. Desta forma a determinacdo dos periodos de diferenciacdo sexual e da
maturacdo gonadal é imprescindivel para o manejo ecolégico e reprodutivo adequado de
diversas espécie de queldnios. Nesse contexto insere-se, o Kinosternon scorpioides,
quelonios de dgua doce, integrantes da fauna silvestre amazonica e maranhense com
ampla distribuicdo geografica e de importancia social, cultural, econdmica e ambiental,
devido ao uso na culindria exética regional.

Em Kinosternon scorpioides, assim como outras espécies de Testudines, a
determinacdo sexual € inteiramente influenciada pela variacdo de temperatura
(MALVASIO et al., 2002) e com isso, sabe-se que o controle genético na determinagdo
sexual é desencadeado pela expressao de alguns genes, porém esse mecanismo molecular
¢ ainda desconhecido. Nas espécies com esse tipo de determinacdo sexual, o sexo dos
descendentes é determinado pela temperatura de incubacdo (TSD) durante um periodo
sensivel a temperatura (TSP) no terco médio do desenvolvimento (RAMSEY et al.,
2007).

Os estudos sobre determinacdo sexual da temperatura (TSD) em queldnios
envolvem dificuldades inerentes as caracteristicas fisioldgicas dos animais recém-
eclodidos. O dimorfismo sexual, na maioria das espécies, somente € visivel apds alguns
anos de vida, sendo que nos embrides e filhotes recém-eclodidos 0 meio mais seguro para
se aferir o sexo sdo estudos histolégicos (FERREIRA-J UNIOR, 2009).

De forma geral, algumas espécies de queldnios podem apresentar a reproducao
sincronizada pela variacdo de temperatura, bem como sua determinacdo sexual
dependente da temperatura de incubacdo, como, por exemplo, K. scorpioides. O
conhecimento dessas variagdes de temperaturas em diferentes regides € fundamental, pois
possibilita a elaboracdo de estratégias de manejo que sdo fundamentais para a
conservacio da espécie (FERREIRA JUNIOR, 2009). Em contrapartida, o conhecimento
genético aplicado aos estudos de desenvolvimento sexual em tartarugas t€ém mostrado
resultados positivos, mesmo sendo atualmente pouco difundido e utilizados. Assim, hé a

necessidade da ampliagdo dos mesmos sobre a temdtica abordada e as informacdes a
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niveis de genes envolvidos no processo reprodutivo também s3o minimos
(CHOJNOWSKI; BRAUN, 2012).

Muitas espécies de queldnios estdo ameacadas em consequéncia da perseguicao
desmedida do homem, que destréi os ovos, pratica a caca predatéria na época de
reprodugdo, e destréi o habitat natural desses animais (FANTIN, 2008). O entendimento
da influéncia da expressdo génica de proteinas especificas torna-se essencial para apurar
os fatores que controlam a ecologia, a reproducdo e a distribuicdo geografica desse grupo
pouco estudado de vertebrados. Podendo dessa forma, direcionar estratégias de
reprodugdo em cativeiro, além de permitir um plano de manejo com uso sustentdvel com
énfase na conservagdo da espécie no ambiente natural, contribuindo com a conservagao
da biodiversidade. Sendo assim, a pesquisa tem o objetivo de caracterizar a biologia do
desenvolvimento do K. scorpioides, tendo como imunolocalizagdo e expressdo de

aromatase e Sox9, durante o desenvolvimento gonadal.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Local de Estudo e Licencas de Autorizacao

A pesquisa foi realizada nas dependéncias do Criadouro Cientifico e Laboratorio
Experimental para a espécie Kinosternon scorpioides, no Laboratério de Patologia
Molecular localizado no prédio do Curso de Medicina Veterindria da Universidade
Estadual do Maranh@o sob licenca N° 1899339/ 2008/ IBAMA, do Curso de Medicina
Veterindria do Centro de Ciéncias Agrdrias e no Departamento de Anatomia dos Animais
Domésticos e Silvestres da Universidade de Sdo Paulo, Em atencdo aos principios de Bem
Estar Animal, o projeto foi aprovado pelo SISBIO/ICMBio (licenca n°: 47635-2/2015) e
pelo Comité de Etica e Experimentacio Animal (CEEA) da UEMA (protocolo n°:
20/2016).

2.2 Obtencao das amostras

Para coleta das gonadas dos adultos, os animais foram pré-anestesiados com
cloridato de xilazina 2% (40mg/kg/IM) e cloridrato de quetamina 10% (60mg/Kg/IM) e
submetido a eutandsia pela administracdo de tiopental sédico a 2,5% (60mg/Kg/EV)

73



através da canulacdo do seio venoso cervical, de acordo com a técnica descrita por
Schumacher (1996). Os embrides e filhotes recém eclodidos eram administrados, o
mesmo anestésico na cavidade celomatica (tiopental sédico a 2,5% :100mg/kg) (AVMA

Panel on Euthanasia., 2013).

2. 3 Imunohistoquimica

As amostras de complexo gonada-nefro de embrides em diferentes fases de
desenvolvimento incubados a temperatura média de 28°C, foram fixadas em solugdo de
formaldeido tamponado 10% por 24h, desidratadas em séries de etanol (de 70° a 100°) e
diafanizadas com xilol para posterior inclusdo em blocos de parafina. Em seguida, os
blocos foram cortados a Sum de espessura utilizando microtomo Leica® modelo
RM2125RT.

As amostras foram mantidas em geladeira overnight (pelo menos 12 horas a 4°C)
e, posteriormente em estufa a 60°C por 30 minutos. Entdo, foram desparafinizadas em
duas solugdes de xilol (25 minutos cada), em solucdo de xilol com dlcool (15 minutos) e
reidratadas em solucdes alcodlicas (100° e 70° 10 minutos cada) seguidas de agua
destilada (5 minutos).

Os epitopos dos antigenos foram expostos através de imersdo em tampao citrato
em temperatura ambiente e entdo sob fervura em panela de pressdo por 5 minutos cada
etapa. Entdo, as amostras ficaram em repouso por 30 minutos em capela com exaustor. O
bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com solugdo de peroxido de hidrogénio a
5% em metanol. Foram realizadas 3 lavagens de 5 minutos cada com solu¢des phosphate
buffered saline (tampao fosfato salino - PBS) de pH 7,4. depois um bloqueio de proteinas
com normal horse sérum (R.T.U Normal Horse Serum 2,5% - Vector Laboratories®) e
entdo as amostras foram incubadas com anticorpos primarios foram P450aromatase,
SOXO9, durante 16 horas. Nos controles negativos foi adicionado apenas solucao PBS.

Ap6s a incubacdo com anticorpo primdrio, conjugado com anticorpo
secundarioImmPRESS® Universal Polymer Kit, Peroxidase — Horse Anti- 23
Mouse/Rabbit IgG — Vector Laboratories). Para a revelacdo, utilizou-se substrato-
cromogéneo 3,3'-diaminobenzidina (DAB+ Dako®). As amostras foram contra coradas

com hematoxilina e em seguida montadas com laminula.
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2. 4 Analises moleculares

Para analise molecular as amostras foram divididas em 4 grupos sendo cada
grupo com 5 animais, totalizando 20 animais (Grupo 1: machos adultos; Grupo 2:
fémea adulta; Grupo 3: embrides acima de 12 semanas e Grupo 4 : filhotes recém-
nascido). Os embrides e filhotes sdo oriundo de incubagdo com temperatura média de

28°C

2.4.1 Extracao de RNA, PCR convencional e otimizacao dos iniciadores da PCR

O RNA total foi extraido de fragmentos de gdbnadas a partir do reagente Trizol®
Reagent (Invitrogen Corporation, Carlsbad, Califérnia) de acordo com as especificacdes
do fabricante. Foram adicionado 200 uL de cloroférmio e agitadas por 15 segundos e
deixadas em temperatura ambiente por 3 minutos. Centrifugou-se a 12.000 xg durante 15
minutos a 4° C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foi adicionado 500
uLL de isopropanol. As amostras foram homogeneizadas trés vezes e incubadas por 10
minutos em temperatura ambiente. Logo apds, foram centrifugadas a 12.000 xg por 10
minutos a 4° C. O sobrenadante vou descartado e 1 ml de etanol a 75% foi adicionado e
vortexizado por 15 segundos. Procedeu-se a centrifugacdo a 7.500 xg por 5 minutos a 4°
C e o sobrenadante desprezado. O pélet foi ressuspendido em 30 uL de 4gua DEPC e as

amostras foram incubadas em termobloco a 55° por 15 minutos.

O RNA total (3uL) foi retrotranscrito em cDNA utilizando o kit comercial Super
Script III First-Strand Synthesis supermix para RT-PCR (Invitrogem), para uma reacao
de volume final de 20 uL. Para a sintese foram utilizados 3,0ulL de 4gua DEPC, 1,0uL. de
Randon Hexamero (50ug/ul), 1,0ul de Anneling Buffer, 2,0ul. de RNase out Enzime
Mix, 1,0uL de 2x First-Strand Reaction Mix. Os parametros utilizados para a sintese de
cDNA foram: 65°C por 5 minutos, incubado em gelo por 1 minuto, 25° por 10 minutos e
50°C por 50 minutos. Posteriormente o cDNA foi armazenado a -20°C até a realizag¢do da

PCR.

Para a amplificacdo dos genes de interesse (PP1, P450 e SOX9), foram utilizados
primers heter6logos indicados na tabela 1, os seguintes reagentes para cada amostra de

DNA complementar (cDNA): 5 ul. de GoTag®Colorless Master Mix; 1,5 ulL de primer
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forward; 1,5 uL de primer reverse; 1,5 uL. Mg+ e 1,5 uL de cDNA. O volume final foi de
9,5 uL. As amostras foram todas processadas no Termociclador (PCR Genemate series)
e os ciclos consistiram de 50°C por 5 minutos, seguidos 40 ciclos de amplificagdo a 95°C
por 2 minutos; temperatura de anelamento (Tm) 60°C por 15 segundos e 72°C por 15
segundos seguidos de 72°C por 3 minutos. Sendo a temperatura de anelamento dos

primers foi padronizada de acordo com as descritas em Rodrigues, (2015), sendo de 60°C.

Os produtos de PCR foram visualizados, inicialmente, mediante a aplicacao de
4ul do amplificado em gel de agarose 2%, corado com brometo de etidio, submetido a
eletroforese horizontal por 40 minutos a 90 V, em tampao TBE 1X. As bandas foram
visualizadas sob luz ultravioleta e imagens digitais foram gravadas com um modelo L-
PIX Image EX (Loccus Biotecnologia, Brasil). Verificada a amplificacdo almejada, os
produtos de PCR foram submetidos purificacdo utilizando o kit Wizard® SV Gel
(PROMEGA, E.U.A.), e em seguida, foram encaminhados para sequenciamento em

empresa especializada.

Tabela 1. Lista de genes e iniciadores utilizados no PCR convencional.

Gene Iniciadores (5°-3%) Tamanho Referéncia
do
fragmento
PP1 CAGCAGACCCTGAGAACTTCTTCCTG 95 Ramsey et al.,
GCGCCTCTTGCACTCATCAT 2007
P450 GCACATGGACTTTGCATCACA 95 Ramsey et al.,
GAACCATCATCTCCAACACACACTGGTTC 2007
SX09 CCTGCCCTTCTGGTTCCG 105 Barske &
TCCTCGTCGCTCTCTTTCTTCAG Capel (2010)

2.4.2 Sequenciamento e Analises de Dados

O sequenciamento foi realizado pelo método didesoxi terminal. Cromatogramas
foram inspecionados e editados com o auxilio do programa Chromas Lite 2.1.1

(Technelysium Inc.), posteriormente alinhados, € novamente inspecionados, com o
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auxilio do programa MEGA 6 (Tamura et al., 2013). Para verificar existentes dos genes

estudados, foram comparadas as sequéncias existentes de quelonios no NCBI Genbank.

3. RESULTADOS

3.1 Imunohistoquimica

A imunorreagdo da enzima citocromo p450 aromatase e da proteina SOX9
demonstrou-se positiva no complexo mesonefro-gonada de todas fases embriondria
estudadas, ndo havendo distin¢do de imunorreacdo entre os tdbulos renais. A enzima
citocromo p450 aromatase foi fortemente coradas no epitélio de revestimento e tecido
intersticial. Enquanto que a imunomarcagao da Sox 9 apresentou-se fortemente corado
apenas no epitélio de revestimento e moderadamente na regido intersticial do complexo
mesonefro-gonada em todas a fases analisada. Verificou-se marcacdo positiva da Sox9 a
nivel citoplasmatico e nuclear no complexo mesonefro-gébnada de embrido com 84 dias
de incubacdo. Os tecidos utilizados para controle negativo nio apresentaram

imunoreatividade para nenhum dos casos (Fig 01).

3.2 Analise molecular

Os genes investigados apresentaram expressao tanto em ovdrio, testiculo, gonadas
de filhotes e complexo mesonefro-gonada de embrido (Fig 02) e apds o alinhamento,
edicdo e comparacdo das sequéncias dos genes pode-se observar uma identidade acima

de 90% com os genes existentes de outros queldnios, conforme descrito na tabela 2.
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Figura 02: Imagem do gel dos produtos de PCR para a Protein
Phosphatase 1 (PP1), Aromatase (P450) e Sxo9 em testiculo,
ovdrios e complexo nefro-gdnadas de filhote e embrido de K.
scorpioides. Os nimeros correspondem as amostras analisadas
no estudo.

Tabela 2: Analise comparativa de identidade dos genes (PP1, P450 e SXo09) de

Kinosternon scopioides com outras espécies de quelonios.

Espécies Ppl P450 Sx09

Chelonia mydas 97%
Chrysemys picta 100%

Chrysemys picta bellii 92% 100% 97%

Lepidochelys olivacea 97%
Mauremys reevesii 100%
Pelodiscus sinensis 96% 100%

Terrapene mexicana triunguis 100% 97%

Trachemys scripta 92% 100% 97%

4. DISCUSSAO

As caracteristicas das gonadas em testudines sdo similares para ambos os sexos
até a diferenciacdo sexual do embrido (MILLER; LIMPUS, 2003), que ocorrerd sob

influéncia hormonal (como a sintese das enzimas Aromatase ¢ SOX9) e da temperatura
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durante o periodo termossensivel (TSP) (CREWS et al., 1994; PIEAU, 1996; PIEAU;
DORIZZI 2004). Usualmente, quando embrides de Testudines sdo submetidos a
temperaturas de incubagcdo mais baixas, ocorre maior desenvolvimento de machos,
enquanto que em temperaturas mais elevadas, hd maior propor¢do de embrides fémeas,
sendo este padrao definido como TSD (EWERT et al., 1991). No presente estudo, as
condi¢des médias da temperatura de incubagdo a 28°C, promoveram a ocorréncia do
desenvolvimento de ambos os sexos, apresentando conformagdes morfolégicas
semelhantes as descritas na maioria das espécies de tartarugas encontradas na literatura
(MALVASIO, 2002b; DELGADO, 2010; WYNEKEN, 2001; MILLER & LIMPUS,
2003).

As sugestdes de temperatura e a presenga dos hormonios esteroides durante o
periodo termosensivel, incidem diretamente sobre a gonada indiferenciada contribuindo
para o desenvolvimento de um testiculo ou ovario (MOROHASHI et al., 2013). Portanto,
alteracdes no ambiente hormonal ou um deslocamento na temperatura podem alterar
determinagdo sexual do embrido de tartaruga (MERCHANT et al., 1997). Durante a fase
embriondria, a presenga dos hormonios se constitui de suma importincia para a
diferenciacao e estabelecimento sexual, pois genes especificos envolvidos na biossinteses
de esteroides sdo diferentemente expressos nas células somaticas de testiculos e ovarios
(NAKAMURA et. al., 2010). A expressdao de P450 e Sox 9 expressou-se de forma

semelhante em ovadrio, testiculo de Kinosternons scorpioides.

Em Kinosternon scorpioides, assim como outras espécies de Testudines, a
determinacdo sexual € inteiramente influenciada pela variacdo de temperatura
(MALVASIO et al., 2002) e com isso, sabe-se que o controle genético na determinacao
sexual é desencadeado pela expressao de alguns genes, porém esse mecanismo molecular
¢ ainda desconhecido. No presente estudo, o gene PPI1, foi utilizado como gene de
referéncia, utilizando com base o trabalho de Rodrigues, 2020 que descreveu o gene PP1
como gene de referéncia para a espécie. Os genes de controle interno (genes de referéncia)
sao comumente utilizados para normalizar RT-qPCR e para reduzir possiveis erros
gerados na quantificacdo da expressao do gene, a qual é obtida através da comparacdo
dos niveis de expressdo em amostras analisadas do gene de interesse e de genes

constitutivos de controle estavel (PAOLACCI et al., 2009).
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A expressdo da enzima aromatase P450 indica pontos de sintese de estrégeno
(RAMSEY; CREWS, 2007), porém, a andlise simultanea de todo o complexo gonada-
néfron parece dificultar a diferenciacdo sexual de embrides durante o periodo
termossensivel, devido a uma redugao na sensibilidade das gdnadas frente a presenca dos
outros tecidos (PIEAU; DORIZZI, 2004). A dificuldade de diferenciacao sexual também
ocorreu no nosso estudo pois a imunolocalizacdo da p450 apresentou-se de forma

semelhante em todo complexo gonada nefron e embrido e filhotes.

No estudo da ontogénese de P. expansa testou-se a imulocaliza¢do da enzima
aromatase, sendo que, nas gonadas indiferenciada a imunomarcacio apenas no epitélio
de revestimento. Em um embrido de 45 dias de incubagdo que diferenciou a gobnada em
ovdrio, o epitélio de revestimento e tecido intersticial foram fortemente corados. No
testiculo de embrido de 47 dias de incubacdo verificou-se marcacao positiva restrita as
células intersticiais entre os tibulos seminiferos (MAGALHAES, 2017). Nos testiculos
de Kinosternon scorpioides adultos a imunomarcagao para p450 aromatase estd presente
nas células de Leydig, células de Sertoli e proximidades das células germinais (VIANA,

2016).

A Aromatase do citocromo P450, € a enzima que catalisa irreversivelmente os
andrégenos em estrogénios, e, portanto, desempenha um papel central no equilibrio da
producdo de hormoénios esteroides. Expressdo elevada do gene da aromatase ¢é
consistentemente observado na diferenciagdo dos ovarios enquanto que sua expressao €
suprimida durante o desenvolvimento dos testiculo (SAKATA et al., 2005). A atividade
da aromatase aumenta em certas temperaturas, que variam para cada espécie. Em
tartarugas marinhas e de dgua doce, temperaturas mais altas causam um aumento
exponencial da atividade da aromatase, enquanto que em temperaturas baixas, a atividade
da aromatase permanece baixa ( PIEAU; DORIZZI 2004). Em Trachemys scripta quando
o niveis maximos de expressao entre duas temperaturas foram comparados, observou-se

que os niveis de aromatase € altamente expressa nas gbnadas de embrides em

temperaturas produtoras de fémeas (RAMSEY et al., 2007).

O gene SX0O9, em mamiferos € critico para o desenvolvimento normal de
testiculos e possui também uma importancia 6bvia a outros processos de

desenvolvimento. Além disso, a proteina citoplasmatica SOX9 estd presente em gdnadas
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indiferenciadas de ambos os sexos e na gonada masculina ela se torna nuclear no inicio
da diferenciacao testicular (GASCA et. al., 2000). No complexo mesonefro-gdnada de
Kinosternon scorpioides verificou-se marcagdo positiva das célula do parénquima renal
a nivel citoplasmatica e nuclear. Os animais utilizados nesse estudos sdo provenientes de
ovos incubados em temperaturas media de 28°C que sdo temperaturas produtoras de
fémeas, desta formar os resultados indicam que nio existe uma correlacdo da expressao

de Sox 9 com a determinacao do sexo feminino.

Ao analisar a expressdo durante o periodo de determinacdo e diferenciacdo
gonadal. Spotila et al., (1998) e Western et al., (1999) relataram em Trachemys scripta, €
no Alligator mississipiensis respectivamente, que o SOX9 foi criado para regular
positivamente as gonadas de embrides incubados em temperaturas produtoras de machos
(MPT). Usando Northern blot, Spotila et al. (1998) relataram que a expressdao SOX9 é
maior nas gonadas de embrides incubados em temperaturas produtoras de machos (MPT)
do que embrides incubados em temperaturas produtoras fémeas (FPT) em 7. scripta,
enquanto Western et al. (1999) por RT-PCR e hibridizagdo in situ relataram que SOX9 é

expresso apenas em gonadas de embrides incubado em MPT.

No presente estudo, os animais foram incubados em temperaturas produtoras
fémeas (FPT) e a expressdo do genes foi avaliada apenas por PCR convencional, ndo
permitindo desta forma, a quantificagdo dos genes expressos na amostra para avaliar a

influenciam ou nao da temperatura de incubagdo dos ovos durante o periodo embriondrio.
5. CONSIDERACOES FINAIS

e A imunorreacdo da enzima citocromo p450 aromatase ocorreu no mesonefro-
gbénada de embrido de Kinosternon scorpioides.

e A imunorreacdo da proteina Sox 9 ocorreu mesonefro-gonada de embrido de
Kinosternon scorpioides.

e Foi identificado a expressao dos PP1, P450 e SOX9 nos ovirios, testiculos e
em gonadas de filhotes e complexo gdnada-nefron de embrides.

e Experimentos por meio da PCR em tempo real sdo necessdrios para permitir
a quantificacdo dos genes expressos na amostra para avaliar a influenciam ou
ndo da temperatura de incubacdo dos ovos durante o periodo embriondrio na
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expressdo desses genes, na determinagdo sexual desta espécie e

posteriormente na maturacdo e manuten¢do da gonada.
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