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RESUMO

Biologia do desenvolvimento da tartaruga semi-aquatica Kinosternon scorpioides
(Testudines, Kinosternidae): validacdo do gene de referéncia Protein Phosphatase 1 (PP1)

Dados documentais cientificos disponibilizados nas bases de dados tanto brasileira quanto
mundial sobre as tartarugas representam valiosas contribuicfes a novos estudos sobre os
répteis. Entretanto, as pesquisas sobre queldnios ainda necessitam de novas informacdes de
sustentacdo cientifica em aspectos referentes a propria biologia que levem a tomadas de a¢des
voltadas para a conservacdo das espécies. Diante disso, o capitulo | tem como objetivo fazer o
delineamento do estado da arte para a espécie K. scorpioides, de forma a contribuir com
informacGes cientificas ndo somente para esta espécie, mas aos quelénios de forma em geral.
O capitulo 11 visa descrever a morfologia do desenvolvimento do K. scorpioides em diferentes
fases, tendo como base a descri¢do fenotipica e o capitulo 111, validar a utilizacdo de primers
heterélogos descritos para Trachemys scripta, bem como a expressdo do gene PPl em K.
scorpioides identificando assim um gene de referéncia para estudos no género Kinosternon.
Tendo como base a descricdo fenotipica, utilizou-se 169 ovos incubados em chocadeiras
ajustadas a 26° e 30°C onde foram retirados trés exemplares em intervalos regulares de 1
semana até a 25% semana. Ja na parte molecular, utilizou-se 27 amostras de cDNA e DNA
total de embrides/fetos de K. scorpioides em diferentes estagios embrionarios para validagédo
do gene de interesse. Diante dos resultados, a eclosdo do ovo se deu em 25 semanas e
descrevemos fenotipicamente 54 amostras, a partir dos quais reconhecemos 25 estagios e
descrevemos 8 destes. Os elementos morfologicos encontrados se assemelham aos das demais
espécies de tartarugas mostrando-se os embriGes de fémeas mais pesados que 0s de macho ao
longo do desenvolvimento. Ja a amplificacdo por PCR convencional da PP1 mostrou
resultados positivos em todos os individuos amostrados, tanto nas reacdes realizadas a partir
dos cDNAs obtidos, quanto nas amostras de DNA total dos individuos adultos e a
uniformidade da expressdo do gene em diferentes fases foi comprovada a partir da analise da
concentracdo de DNA amplificado. Dessa forma, tanto a amplificacdo cruzada do primer
utilizado, quanto a efetividade de PP1 como um gene de referéncia foram validados em K.
scorpioides, fornecendo uma ferramenta importante para os estudos de desenvolvimento
embrionario e mecanismos genéticos envolvidos na Determinacdo Sexual Dependente da
Temperatura/TSD.

Palavras-chave: TSD, Kinosternon scorpioides, biologia do desenvolvimento, genética.



ABSTRACT

Turtle development biology semi-aquéatic Kinosternon scorpioides (Testudines,
kinosternidae): validation of the reference gene Protein Phosphatase 1 (PP1)

Scientific documentary data available in the databases both Brazilian and world about turtles
represent valuable contributions to new studies on reptiles. However, research on turtles still
need further support scientific information on issues relating to own biology that lead to taken
actions aimed at the conservation of species. Thus, the chapter | aims to make the design of
the state of the art for the species K. scorpioides in order to contribute to scientific
information not only for this species, but the general shape of turtles. Chapter Il aims to
describe the morphology of the developing K. scorpioides in different phases based on the
phenotypic description and Chapter I11, validate the use of heterologous primers described for
Trachemys scripta and the expression of the gene in K. PP1 scorpioides thus identifying a
reference gene for studies on gender Kinosternon. Based on the phenotypic description, it
used 169 eggs hatched in incubators set at 26 ° to 30 ° C where three copies were taken at
regular intervals of 1 week until 25th week. In the molecular part, was used for cDNA and 27
samples of total DNA from embryos / fetuses K. scorpioides at different embryonic stages for
validation of the gene of interest. Given the results, hatching egg occurred in 25 weeks and
described phenotypically 54 samples, from which recognize 25 stages and 8 describe these.
The morphological elements were similar to those of the other species of turtles showing up
embryos of heavier females the male throughout the development. Since the conventional
PCR amplification PP1 showed positive results in all individuals sampled in both the
reactions performed from the cDNAs, the total DNA in samples of adult individuals and
uniformity of gene expression in different stages was confirmed from analyzing the amplified
DNA concentration. Thus, both the cross-amplification primer used, the effectiveness of PP1
as a reference gene in K. scorpioides been validated, providing an important tool for studies of
embryonic development and genetic mechanisms involved in sex determination Temperature
Dependent / TDS .

Keywords: TSD, Kinosternon scorpioides, developmental biology, genetics.
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1. INTRODUCAO

Kinosternon scorpioides Linnaeus, 1766 é uma espécie de cdgado pertencente a
familia Kinosternidae de ampla distribuicdo geogréfica podendo ser encontrado desde a Costa
Rica até o Norte da Argentina e do Brasil. Nos Estados do Maranhdo pode ser conhecida
popularmente como “jurara” e do Para “mugua”. Esta espécie um possui habito semi-aquatico
podendo viver em ambientes alagados, mas para se reproduzirem podem alcangar o ambiente
terrestre. K. scorpioides possui uma ampla variedade reprodutiva no ambiente (CABRERA;
COLANTONIO, 1997; CASTRO, 2006).

A familia Kinosternidae abrange quatro géneros (Claudius, Kinosternon, Staurotypus,
Sternotherus) com 18 espécies descritas para o género Kinosternon (K. acutum, K. alamosae,
K. angustipons, K. arizonense, K. baurii, K. chimalhuca, K. creaseri, K. dunni, K.
durangoense, K. flavescens, K. herrerai, K. hirtipes, K. integrum, K. leucostomum, K.
oaxacae, K. scorpioides, K. sonoriense, K. subrubrum) (FRITZ & HAVAS, 2007). Apesar da
ampla distribuicdo, Kinosternidae permanece entre as familias de quelonios menos estudadas
onde destacamos, entre suas espécies, Kinosternon scorpiodes.

No Estado do Maranhdo, K. scorpioides é bastante conhecido pelas comunidades
locais, principalmente na regido da Baixada Maranhense, localizada ao Norte do Estado, onde
a espécie tém sido recurso alimentar e fonte de renda de muitas familias e é possivel perceber
o reflexo da superexploragdo. E comercializado nas formas adultas e subadultas,
principalmente nos meses de maio a agosto, quando as fémeas encontram-se ovadas,
sobretudo em periodo reprodutivo (CASTRO, 2006; PEREIRA et al., 2007; BARRETO et al.,
2011).

Embora a Lei N° 5.197de Protecdo a Fauna Brasileira (BRASIL, 1967) proiba a caca
de espécies silvestres no Brasil, a espécie continua sendo explorada de forma intensa e ilegal
pelas comunidades, inclusive para comércio (CASTRO, 2006).

Quanto ao conhecimento acerca da espécie no Brasil, os dados existentes ainda sao
insipientes e poucos sdo os trabalhos descritos sobre a mesma no pais. Entre os estudos ja
realizados, pode-se destacar OLIVEIRA et al, 2009; CARVALHO et al, 2010; CHAVES et
al, 2012; ARAUJO et al, 2013).

Entretanto, no Maranhdo, h& ainda muitas lacunas; necessitando ainda mais de
informacGes acerca de K. scorpioides onde devem ser incentivados, visto que esta espécie
constituem-se um importante recurso alimentar e econémico para as comunidades, dada a sua

importancia e uso na culinaria regional, além de ser uma espécie que possui seu futuro
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ameacado pelo homem devido & sua retirada da natureza, tendo como consequéncia 0 seu
declinio populacional que pode refletir na extingdo da espécie (PEREIRA et al, 2007).

De forma geral, algumas espécies de quel6nios podem apresentar a reproducdo
sincronizada pela variagdo de temperatura, bem como sua determinacdo sexual dependente da
temperatura de incubagdo, como, por exemplo, K. scorpioides. O conhecimento dessas
variacOes de temperaturas em diferentes regifes é fundamental, pois possibilita a elaboracéo
de estratégias de manejo que sdo fundamentais para a conservacao da espécie (FERREIRA
JUNIOR, 2009). Em contrapartida, o conhecimento genético aplicado aos estudos de
desenvolvimento sexual em tartarugas tém mostrado resultados positivos, mesmo sendo
atualmente pouco difundido e utilizados em estudos bioldégicos. Mesmo assim, ha a
necessidade da ampliacdo dos mesmos sobre a tematica abordada e as informagdes a niveis de
genes envolvidos no processo reprodutivo também sdo minimos (CHOJNOWSKI; BRAUN,
2012).

Segundo Ramsey; Crews (2009), determinados genes podem estar relacionados com a
expressdo de caracteristica em tartarugas com determinagdo sexual dependente da
temperatura, uma vez que a mesma pode estar regulada de acordo com a quantidade do
horménio estrogénio no interior das gbnadas. O aumento ou diminuicdo deste hormdnio pode
determinar, de acordo com a expressao de genes especificos, a producdo de fémeas e machos
respectivamente.

Tendo em vista que o jurara K. scorpioides € um cadgado semi-aquatico e que pertence
a fauna silvestre maranhense merecendo atencdo de estudiosos com o intuito de esclarecer
caracteristicas sobre a biologia reprodutiva da espécie, bem como biologia do
desenvolvimento e dados genéticos sobre a especie no que se refere a genes de referéncia em
estudos com o K. scorpioides, o estudo aqui apresentado torna-se necessario uma vez que
forneceria infomacdes valiosas sobre o desenvolvimento embrionario da espécie mantida em
cativeiro e ainda preencheria lacunas importantes quanto ao genes de referéncias em estudos
com o K. scorpioides. Os resultados obtidos tornam-se importantes ainda, pois possibilitara
aos pesquisadores, elaborarem estratégias de manejo com énfase na conservacdo da espécie

em seu ambiente natural, bem como poder ampliar o conhecimento para outros répteis.
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2. OBJETIVO

2.1. Geral

% Descrever a biologia do desenvolvimento da tartaruga semi-aquatica Kinosternon
scorpioides com énfase na validacdo do gene de referéncia Protein Phosphatase 1
(PP1).

2.2. Especificos

% [Fazer o delineamento do estado da arte para a espécie K. scorpioides;

%+ Descrever a biologia do desenvolvimento do K. scorpioides em diferentes fases, tendo
como base a descrigdo fenotipica.

% Validar a utilizacdo de primers heterologos descritos para Trachemys scripta, bem
como a expressdo do gene PP1 em K. scorpioides identificando assim um gene de

referéncia para estudos no género Kinosternon.
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APRESENTACAO
A dissertacdo esta estruturada em trés capitulos (2 artigos e 1 nota cientifica):

CAPITULO | — Estado da arte aplicavel ao manejo in situ e em cativeiro da tartaruga semi-
aquética Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766).

Este artigo configura-se de um estudo sobre o estado da arte sobre K. scorpioides através de
trabalhos ja realizados no Brasil e no Estado do Maranhdo. Pesquisas relacionadas a
morfologia, biologia, dimorfismo sexual, genética, histologia e reproducdo sdo abordadas e
discutidas neste capitulo.

CAPITULO Il - Biologia do desenvolvimento em diferentes fases da tartaruga semi-

aquatica Kinosternon scorpioides (Testudines, Kinosternidae).

Este artigo tem por objetivo a descri¢do fenotipica de embrides/fetos em diferentes estagios de
desenvolvimento de K. scorpioides mantidos em cativeiro experimental da UEMA. Anélises e
descricGes macroscopicas foram feitas e as fotografias dos embrides/fetos em diferentes

estagios de desenvolvimento séo apresentadas para melhor entendimento.

CAPITULO 11l - Validacao de primers heterlogos para o gene PP1 (Protein Phosphatase 1)

e de seu uso como gene de referéncia para estudos de desenvolvimento embrionario na

tartaruga semi-aquatica K. scorpioides (Linnaeus, 1766).

Este artigo visa validar a expressao de genes heterologos descritos para Trachemys scripta,
bem como seu uso como gene de referéncia para estudos do desenvolvimento embrionério da

espécie K. scorpioides.
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RESUMO

Dados documentais cientificos disponibilizados nas bases de dados tanto brasileira quanto
mundial sobre as tartarugas representam valiosas contribui¢cbes a novos estudos sobre os
répteis, especialmente sobre K. scorpioides. Diante disso, para a elaboracdo de medidas
eficientes de protecdo e manejo em ambiente natural, bem como o desenvolvimento de
projetos de estimulo a criagdo em cativeiro, necessita-se de uma ampla revisdo do
conhecimento disponivel para a espécie silvestre em questéo, logo, esta compilacédo de dados
tem como objetivo o delineamento do estado da arte para a espécie K. scorpioides, de forma a
contribuir com informagdes cientificas ndo somente para esta espécie, mas aos quelénios de
forma em geral. Para isso, organizou-se uma coletdnea de informacgdes sobre a espécie,
levando em consideracdo a sua caracterizacao e distribuicdo geogréafica, ecologia, morfologia
e aspectos reprodutivos a partir das publicaces em periodicos especializados. Pesquisas
bibliograficas independentes foram realizadas no periodo de marco de 2013 a dezembro de
2014 baseadas em bancos de dados especializados como PubMed, Scielo e Google
Académico. Evidencia-se através dos dados apresentados que o conhecimento disponivel para
essa espécie ainda carece de mais informacgdes, com poucos dados referentes aos aspectos
reprodutivos, a biologia, a morfologia, desenvolvimento sexual e distribuicdo geogréafica. Os
dados aqui compilados norteiam algumas medidas, especialmente quanto a manutencdo e
reproducdo da espécie em cativeiro a permitem a caracterizacdo ecoldgica para o

delineamento de acdes de protecdo efetivas.

Palavras-chave: Kinosternon scorpioides: tartaruga semi-aquatica: manejo: fauna silvestre.
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ABSTRACT

Scientific documentary data available in the databases both Brazilian and world about turtles
represent valuable contributions to new studies on reptiles, especially on K. scorpioides.
Therefore, to work out effective measures to protect and manage natural environment as well
as the development of stimulus projects to captive breeding there is need of a comprehensive
review of the knowledge available to wild species in question, so this data collection aims to
design the state of knowledge for the species K. scorpioides in order to contribute to scientific
information not only for the species, but to the turtles in general. For this, we organized an
information collection on the species, taking into consideration the characterization and
geographic distribution, ecology, morphology and reproductive aspects from publications in
specialized journals. Independent literature searches were carried out from March 2013 to
December 2014 based on specialized databases like PubMed, Scielo and Google Scholar. It is
evident from the data presented that knowledge available for this species still needs more
information with few data on reproductive aspects, biology, morphology, sexual development
and geographical distribution. The data compiled here guiding some measures, especially the
maintenance and reproduction of the species in captivity to allow ecological characterization

for the design of effective protective actions.

Keywords: Kinosternon scorpioides; semi-aquatic turtle; management; wildlife.
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1. INTRODUCAO

Dados documentais cientificos disponibilizados nas bases de dados tanto brasileira
quanto mundial sobre as tartarugas representam valiosas contribui¢es a novos estudos sobre
0s répteis (SOUZA, 2004). Entretanto, existem importantes lacunas quanto as informacées
disponiveis sobre aspectos da biologia de alguns quelénios, o que dificulta a adocdo de
medidas protecionistas para espécies nativas dos ecossistemas brasileiros (MARTINS &
MOLINA, 2008).

Segundo a Lista das Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extingdo vigente
(Portarias MMA n° 444/2014 e n° 445/2014), de um total de 1.173 espécies ameagadas, 80
espécies sdo de répteis incluindo 31 espécies de quelbnios continentais e 5 espécies de
tartarugas  marinhas  (Carettacaretta, = Cheloniamydas, = Dermochelys  coriacea,
Eretmochelysimbricata, Lepidochelys olivacea) (MMA, 2014). Tendo-se o declinio
populacional como consequéncia de diversos fatores, entre eles as a¢des antropicas, levando a
destruicdo do habitat natural através das queimadas, desmatamentos e poluigdo (PEREIRA et
al., 2007).

O numero de animais ameacados € significativo uma vez que atualmente, no mundo,
sdo conhecidas 335 espécies de Testudines, de um total de 453 taxons, incluindo subespécies
e a ordem a qual pertencem as tartarugas e os cagados. No Brasil, 36 tdxons de testudines
estdo registrados, com seis espécies endémicas do Brasil (Trachemys adiutrix, Acantochely
sradiolata, Hydromedusa maximiliani, Mesoclemys hogei, Mesoclemys perplexa, Mesoclemys
tuberculata). As mais importantes familias de ocorréncia no territorio brasileiro sdo Chelidae,
com 20 espécies de 20 taxons registrados no mundo; Cheloniidae (4 espécies/4 taxons);
Dermochelyidae (1 espécie/l taxon); Emydidae (2 espécies/2 taxons); Geomydidae (1
espécies/1 taxon); Kinosternidae (1 espécies/1 taxon); Podocnemididae (5 espécies/5 taxons)
e Testudinidae (2 espécies/2 taxons) (BERNILS & COSTA, 2012; DIJK et al., 2014).

A familia Kinosternidae abrange quatro géneros (Claudius, Kinosternon, Staurotypus,
Sternotherus) com 18 espécies descritas para o género Kinosternon (K. acutum, K. alamosae,
K. angustipons, K. arizonense, K. baurii, K. chimalhuca, K. creaseri, K. dunni, K.
durangoense, K. flavescens, K. herrerai, K. hirtipes, K. integrum, K. leucostomum, K.
oaxacae, K. scorpioides, K. sonoriense, K. subrubrum) (FRITZ & HAVAS, 2007). Apesar da
ampla distribuicdo, Kinosternidae permanece entre as familias de quel6nios, ainda de pouco
conhecimento. Dentre seus integrantes, destacamos K. scorpiodes, espécie da fauna silvestre

amazonica.
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No Estado do Maranhdo, K. scorpioides é conhecido popularmente como jurara, e é
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,
é 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. No estado do Pard, onde é chamado de
mucud, ha relatos de ocorréncia na Ilha de Maraj6, sendo uma das espécies que mais sdo
exploradas economicamente como fonte de alimento na regido (CABRERA &
COLANTONIO, 1997; CASTRO, 2006; PEREIRA et al., 2007; BARRETO et al., 2011).

Embora a Lei N° 5.197de Protecdo a Fauna Brasileira (BRASIL, 1967) proiba a caca de
espécies silvestres no Brasil, a espécie continua sendo explorada de forma intensa e ilegal
pelas comunidades, inclusive para comércio (CASTRO, 2006).

Tal problematica poderia ser sanada pelo incentivo a criagdo da espécie em cativeiro. O
Instituto Brasileiro do Meio ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA)
estabelece, atraves da Instrucdo Normativa (169/2008) a autorizacdo sobre especies da fauna
silvestre que poderdo ser criadas, comercializadas e abatidas de acordo com a finalidade de
empreendimentos, onde K. scorpioides encontra-se legalmente autorizado para procedimentos
de abate.

Para a elaboracdo de medidas eficientes de protecdo e manejo em ambiente natural, bem
como o desenvolvimento de projetos de estimulo a criacdo em cativeiro, necessita-se de uma
ampla revisao do conhecimento disponivel para a espécie silvestre em questdo. Portanto, esta
compilacdo de dados tem como objetivo o delineamento do estado da arte para a espécie K.
scorpioides, de forma a contribuir com informaces cientificas ndo somente para esta espécie,

mas aos quelénios de forma em geral.

2. DESENVOLVIMENTO

Pesquisas bibliograficas independentes foram realizadas no periodo de mar¢co de 2013
a dezembro de 2014 baseadas em bancos de dados especializados como PubMed, Scielo e
Google Académico a partir de palavras-chave relacionadas como K. scorpioides, Maranhdo,
tartaruga, quelbnio, baixada maranhense. Com isso, organizou-se uma coletanea de
informacGes sobre a espécie, levando em consideracdo a sua caracterizacdo e distribuicéo
geogréfica, ecologia, morfologia e aspectos reprodutivos. Os trabalhos foram obtidos a partir

de bases de dados especializadas. Além das informacdes obtidas nas bases de dados, estudos
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adicionais foram identificados em bibliotecas de universidades. Artigos cientificos,
DissertacOes e Teses de doutorado também foram analisados. Para os critérios de incluséo, o
titulo e os resumos dos artigos selecionados eram averiguados, sendo analisados na integra, 0s
artigos cujos resumos ndo apresentavam clareza nas informacdes prestadas para uma deciséo
de exclusdo da reviséo.

Com vistas a caracterizar a criagdo em cativeiro, adicionamos aos dados obtidos da
literatura informacGes geradas durante sete anos de experiéncia nessa pratica na Universidade

Estadual do Maranhao.

2.1. Taxonomia, Histéria Natural e Distribuicdo Geografica

O jurara (K. scorpioides) possui a seguinte classificacdo taxondmica de acordo com
Iverson (1992); Berry & lverson (2001) e Dijket al (2014).

Reino Animalia

Filo Chordata

Subfilo Vertebrata

Superclasse Tetrapoda

Classe Reptilia

Ordem Chelonia

Subordem Cryptodira

Familia Kinosternidae

Subfamilia Kinosterninae

GéneroKinosternon (Spix, 1824)

Espécie Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766)
K. s. scorpioides (Linnaeus, 1766)
K. s. albogulare (Duméril&Bocourt, 1870)
K. s. cruentatum (Dumeril&Bibron in Duméril&Duméril, 1851)
K. s. abaxillare (Baur in Steineger, 1925)
K. s.carajensis (Cunha, 1970)
K. s. seriei (Freiberg, 1936)

K. s.pachyurum (Muller &Hellmich, 1936)

K. s.integrum (Frées, 1957)

K. s. panamense (Schimidt, 1946)
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K. scorpioides possui comportamentos importantes que caracterizam sua reproducao,
ecologia e biologia. Estes animais vivem em grupos e apresenta tamanho pequeno podendo
atingir até 15 cm de comprimento da carapaca. Costumam caminhar em passos lentos e
compartilham diferentes ambientes ao mesmo tempo, 0 aquético e o terrestre, sendo, portanto,
tartarugas semi-aquaticas de &gua-doce. Neste sentido, estudos tém demonstrado que a
configuracdo do tamanho do casco e a morfologia das fémeas da espécie podem sofrer
diferenciacfes em ambientes cujas caracteristicas ecoldgicas sdo distintas (ROCHA &
MOLINA, 1987; DELDUQUE, 2000). Habitam areas que permanecem alagadas em periodo
chuvoso, ou regides alagadas permanentemente. Barreto et al., (2009) em pesquisa realizada
na Ilha de Curupu/Ma demonstraram que K. scorpioides pode também ser encontrada em
areas de praia, caracterizadas por dunas de passagem e gramineas e por apresentar agua
salgada.

Como caracteristica biolégica da espécie, no periodo seco, quando as condicOes
climaticas e alimentares séo desfavoraveis, as mesmas encontram-se enterradas sob o solo em
estado de baixo metabolismo e reservas energéticas. Este mecanismo é conhecido como
estivacdo e esta inteiramente ligado as oscilacbes de temperaturas ambientais, regulando
assim, sua temperatura corporal, de modo a evitar o estresse termico (PEREIRA et al., 2007).

Por habitar regides de lodo, K. scorpioides podem ser conhecidos ainda, como
“tartarugas do lodo” e liberam substancia odoriferas através de sua superficie corporal quando
sdo manuseadas ou molestadas (ROCHA & MOLINA, 1990). Sdo animais carnivoros e
oviparos, tendo sua dieta diversificada, estando presentes girinos, peixes, materiais em
decomposicao e alguns vegetais (PRITCHARD, 1979).

Segundo a The Reptiles Database (2014), K. scorpioides possui ampla distribuicdo
mundial, tendo ocorréncia no México, Guatemala, Belize, Salvador, Honduras, Nicaragua,
Costa Rica, Pandma, Colombia, Equador, Venezuela, Guiana Francesa, Argentina, Paraguay,
Bolivia, Peru, Suriname e Trindade. Algumas publicacdes trazem informacbes quanto a
presenca da espécie K. scorpioides na América do Sul e em alguns paises da América Central
(CISNEROS-HEREDIA, 2006; BERRY &IVERSON, 2011; ACOSTA et al., 2013).

No Brasil, ocorrem nos estados do Mato Grosso, Rodbénia, Amazdnia e Pard (COSTA et
al., 2010). Ilha de Sdo Luis (Maranhdo), rio Tapajos (Pard) (PRITCHARD & TREBBAU,
1984). Manicoré, rio Madeira (Amazonas) (IVERSON, 1992; CABRERA & COLANTONIO
1997; BERRY & IVERSON 2001); Serra Sul, Serra dos Carajas (Pard) (CARVALHO-JR et
al., 2008); Rio Cristalino (Mato Grosso) (VITT et al.,2009); Cachoeira do Nazaré, Rio
Machado (Rondbnia) (CABRERA & COLANTONIO, 1997; BERRY & IVERSON 2001),
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Aripuand, Rio Aripuana (Mato Grosso) (COSTA et al., 2010); Rio Tapirapé (Mato Grosso)
(PRITCHARD & TREBBAU 1984; IVERSON 1992; CABRERA & COLANTONIO 1997)
e no municipio de Porteirinha (Minas Gerais) (SILVEIRA et al., 2011) (Figura 1).
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Figura 1: Ocorréncia de Kinosternon scorpioides na América do Sul. Destaque para as regides do México,
Argentina, Belize, Bolivia, Colébmbia, Costa Rica, Equador, El Salvador French Guiana, Guatemala, Guyana,
Honduras, México, Nicaragua, Panamd, Paraguay, Peru, Suriname, Trinidad, Venezuela, e no Brasil com
destaque para os estados do Acre, Alagoas, Amapa, Amazonas, Bahia, Ceara, Goiads, Maranhdo, Mato Grosso,
Minas Gerais, Pard, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Rondénia, Sergipe e Tocantins
(Pritchard&Trebbau 1984; Iverson 1992; Berry &lverson, 1992; Cabrera &Colantonio 1997; Berry &Ilverson
2001; Ciesneros-Heredia, 2006; Carvalho-Jret al.,2008; Vittet al. 2009; Costa et al., 2010; Silveira et al., 2011;
Dijk et al., 2011; Acosta & Palomas, 2013). Adaptado de Dijket al., (2014).

Estudos envolvendo marcadores moleculares indicam a existéncia de consideravel
variabilidade genética na espécie quando estudados loci RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) de uma populacédo de K. scorpioides do Banco de Germoplasma Animal
da Amazonia Oriental (animais de Salvaterra na Ilha do Marajé no Estado do Para). Os
autores desse estudo reforcam a importancia de estudos de conservacdo da mesma, tanto em

cativeiro, quanto no ambiente natural (SILVA et al., 2011).
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2.2. Morfologia e Dimorfismo Sexual

Os padroes morfoldgicos e biométricos de K. scorpioides sdo conhecidos através de
caracteristicas importantes que podem ser associadas ao seu habito de vida e comportamentais
em ambiente natural. Estas tartarugas possuem um estojo 6sseo protetor, formado pela
carapaca e plastrdo unidos entre si por uma ponte éssea, este aspecto permite que ela
mantenha um mecanismo de protecdo ocasionado pelo recolhimento dos membros e da
cabeca e pescoco. Segundo Castro (2006) e Pereira et al. (2007) alguns caracteres
morfoldgicos sdo bastante diferenciados entre os sexos, tendo, de forma geral, o tamanho
médio da carapaca e plastrdo das fémeas entre 15,26 e 13,35cm, e 0s machos variam de 14,79
e 12,30 cm, sendo, portanto menores que as fémeas. J& Deldugue (2000) afirma que o
tamanho da carapaca desta espécie tem entre 15,0 cm e 27,0 cm com plastrdo de coloragéo
variavel, com placas moveis. O peso também pode variar entre 0s sexos: as fémeas sdo mais
pesadas apresentando peso medio de 430,08g e os machos de 315,059 (CASTRO, 2006 e
PEREIRA et al., 2007).

Estudos realizados por Brambleet al., (1984) demonstraram que o desenvolvimento
relativo do plastrdo de Kinosternon pode ser fortemente influenciado pelas condigdes
ambientais locais do individuo, principalmente ao seu habitat aquatico. As espécies de
ambientes alagadicos, perenes e rasos possuem cascos mais achatados de modo a se esconder
do predador, enquanto as de ambientes mais profundos os cascos sdo maiores e mais alto
(ACUNA-MESEN, 1994). O nome da espécie foi originado a partir da cauda do animal, que
possui aparentemente um formato de ferrdo assemelhando ao do escorpido, dai o nome
scorpioides. Em machos, a cauda apresenta-se mais longa facilitando a introducéo do pénis na
cloaca da fémea e dela o apoio na fixacdo até a ejaculacdo e o plastrdo apresenta uma
depressdo céncava para facilitar a monta e a copula com a fémea, sendo nela a cauda mais
curta e o plastrdo reto. Os machos possuem unha cdrnea, utilizada para segurar a fémea no
momento da copula (CASTRO, 2006; PEREIRA et al., 2007).

A morfologia do figado de K. scorpioides foi estudado por Machado-Junior et al.,
(2005) que observaram estruturas robustas e delimitadas, 6rgdo volumoso, de coloracédo
marrom purpuro, posicionado cranio-medialmente em relagdo ao coracdo e com o intestino
delgado caudomedialmente. Possui cinco lobos sendo dois a esquerda e trés a direita do plano
médio do corpo, com a vesicula biliar posicionada entre os lobos da direita, diferindo de

individuos proximos evolutivamente como as salamandras, cobras e outros vertebrados.
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Estudo histoldgico e histoquimico do eséfago de K. scorpioides foi realizado por Pereira
et al. (2005), os autores caracterizaram e relataram a presenca de estruturas importantes
quanto a composicdo das regides esofagicas constituidas das tdnicas mucosa, submucosa,
muscular e adventicia ou serosa. Na tldnica mucosa observaram células caliciformes
interpostas entre as células epiteliais ciliadas, células prisméaticas com diferentes morfologias.
A muscular da mucosa proeminente e formada por duas camadas de fibras musculares lisas.
Enquanto a tdnica submucosa constituida de tecido conjuntivo com fibras colagenas
infiltradas por linfocitos ricos em vasos e plexos nervosos. Tunica muscular observada sendo
constituida de fibras musculares lisas e composta por camadas muscular circular interna e
longitudinal externa. A tunica adventicia constituida de tecido conjuntivo frouxo, celulas
adiposa, vasos sanguineos e terminacfes nervosas.

No que se refere aos 6rgdos que participam do sistema circulatorio de K. scorpioides, a
aorta é dupla em sua origem na base do coracdo (artéria esquerda e direita). Elas deixam o
coracdo pela parte ventral e segue neste sentido até a por¢do caudal do corpo do animal, com
emissao de ramos viscerais pela aorta esquerda (OLIVEIRA et al., 2009).

Segundo Machado-Junior et al. (2006) e Carvalho et al. (2010), os 6rgdos sexuais destes
répteis sdo semelhantes aos das demais classes de tartarugas: o aparelho genital feminino ¢
composto por um par de ovarios e um de ovidutos. Os machos possuem um par de testiculos
de formato ovoide, coloragdo amarela em tons variados entre o claro ao ouro, conforme o
periodo reprodutivo, posicionados assimetricamente no interior da cavidade celomatica e
fixados pelo mesérquio e 0 mesocolon, seguidos de epididimos convolutos e continuos aos
ductos deferentes, que se abrem no interior da cloaca, com o pénis apresentando formato
sulcado ventralmente, composto de raiz, corpo com dois corpos cavernosos, separados por um
sulco, por onde pode escorrer o sémen e a glande apresenta-se enegrecida, auséncia de uretra

peniana.

2.3. Aspectos Reprodutivos

A sazonalidade exerce influéncia no processo reprodutivo de K. scorpioides, podendo o
ciclo ser sincronizado por fatores climaticos, alimentares e hormonais. Outro fator ambiental
importante para Kinosternon, assim como para 0os demais répteis, é a temperatura, com o
processo de incubacdo dos ovos, bem como a determinacdo sexual dos filhotes, controlado
por esse fator (FERREIRA-JUNIOR, 2009; VIANAet al., 2013).

Em K. scorpiodes de cativeiro, foi possivel observar que o comportamento de

acasalamento ocorre no periodo chuvoso, ndo sendo observado no periodo seco. A copula
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desses animais ocorre na dgua, com o macho cortejando a fémea, seguida da perseguicéo,
dominio e monta, apoiando as quatro patas sobre a carapaca e com movimentos da cauda
ventralmente em busca da abertura cloacal até a introducdo do pénis no seu interior
(CHAVES, 2011). Essas observacdes foram obtidas de individuos mantidos em cativeiro
experimental no criadouro da Universidade Estadual do Maranh&o licenciado pelo Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis- IBAMA conforme autorizagdo n°
1899339/2008.

Esse dado contrasta com a descricdo de que 0s ovarios das fémeas mostraram-se
sexualmente maduros durante o ano todo (CHAVES et al., 2012). Por outro lado, em machos,
é relatada a variacdo sazonal na morfologia do epididimo (sua organizacdo em rede testis,
ducto eferente e ducto epididimario) e na producdo espermatica. Diferencas na morfometria
dos diametros tubular e luminal foram constatadas sendo as maiores médias de tamanho
encontradas no periodo chuvoso que corresponde ao periodo reprodutivo para a K.
scorpioides. A producdo espermaética foi evidenciada durante o ano todo, porém € maior
durante a estacdo chuvosa. Relatos sobre a producédo espermatica em K. scorpioides mostram
que as Células de Sertoli (CS) possuem papel primordial na producdo, bem como a eficiéncia
e duracdo da producdo de espermatozoides. Em machos o peso corporal, tamanho das
gbnadas, tamanho e morfologia dos testiculos e concentragdes hormonais estdo relacionados
as condigdes ambientais que, refletem na sazonalidade reprodutiva da espécie (VIANA et al.,
2013, 2014a; 2014b; 2014c; SOUSA et al., 2014)

Costa et al., (2009) acompanharam o0s eventos do ciclo ovariano de K. scorpioides e
verificaram o desenvolvimento de foliculos pré-ovulatérios entre os meses de outubro/2005 a
mar¢o/2006. Em meados de abril a agosto/2006 observaram a deposicdo de célcio em um
periodo correspondente ao final da estacdo chuvosa e inicio da estacdo seca.

Quanto a ovipostura de animais criados em cativeiro, Chaves (2011) relata que as
fémeas podem por ovos o ano todo. Porém Silva (2011) afirma que a postura das fémeas
mantidas em cativeiro ocorre prioritariamente no periodo seco, ndo corroborando com 0s
dados citados acima, confirmando em seus achados, a sazonalidade reprodutiva da espécie.
Diversos trabalhos mostram periodos de postura dos ovos de K. scorpioides diferenciados. A
tabela abaixo mostra 0os meses de postura dos ovos pelas fémeas em diferentes regibes

geogréficas e ambientes (Tabela 1).
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Tabela 1: Periodo de postura de ovos de Kinosternon scorpioides em cativeiro.

Periodo de postura Habitat de desova Fonte bibliogréfica
Abril a janeiro Cativeiro Arauljo (2007)
Maio a outubro Cativeiro Silva et al., (2006)
Abril a agosto Parque Zoobotéanico do Museu Paraense Castro (2006)

Emilio Goeldi.
Fevereiro a dezembro Jardim Zoolégico de S&o Paulo (SP). Basho e Molina (2000)
Marco a agosto Jardim Zoolégico de S&do Paulo (SP). Rocha & Molina

(1990)

Fonte: Adaptado de Aradjo (2009)

Para Castro (2006) a fémea pode depositar de 8 a 9 ovos a cada postura, em solo
argiloso e estes eclodem em aproximadamente 150 dias. Araujo (2009) relata que o tamanho
das fémeas pode estar relacionado a frequéncia de postura dos ovos, ou seja, fémeas maiores
possuirdo maior frequéncia de postura em relacdo as fémeas menores. A temperatura
influencia o periodo de incubacéo, a partir da troca de calor entre os corpos. A maior taxa de
desenvolvimento embrionario ocorre 50% acima da temperatura média entre temperaturas que
define machos e fémeas, neste sentido, o desenvolvimento embrionario se relaciona
positivamente com a temperatura, pois quanto maior a temperatura, maior sera a taxa de
desenvolvimento embrionario (ACKERMAN, 1997 e FERREIRA-JUNIOR, 2009;).

A determinacdo do sexo em tartarugas pode ser sincronizada pela influéncia de fatores
externos, tais como a temperatura de incubacdo nas primeiras fases de desenvolvimento
embrionario, que corresponde ao primeiro terco. E nessa fase que o processo é ainda
reversivel (BULL & VOGT, 1981; MROSOVSKY & PIEAU, 1991; MOELLER, 2013). A
temperatura determinante dos sexos em K. scorpiodes é relatada por Ferreira-Janior (2009)
indicando que machos sdo desenvolvidos em temperaturas préximas a 26°C e as fémeas em
30°C.

2.4. Criacdo em Cativeiro — Caracterizacéo dos recintos e do manejo

O cativeiro experimental teve sua autorizacdo no ano de 2008, pelo Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis do Maranhdo/IBAMA-MA
(1899339/2008) e encontra-se localizado no prédio do Curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual do Maranhdo (Campus Paulo VI, Sdo Luis - MA) sob licenga N°
1899339/2008/IBAMA. E um espaco destinado ao desenvolvimento de pesquisas sobre a

biologia da espécie K. scorpioides em cativeiro. Dispde de uma area total de 159.92m?2 e é
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composto por um complexo de cinco baias de paredes teladas em ferro galvanizado, exceto no
teto . Cada baia possui uma &rea de 13,94m?, sendo parte de uma &rea total construida de
aproximadamente 91mz, tendo ainda uma area livre de aproximadamente 68m2. Cada baia tem
um tanque de alvenaria revestido em ceramica, rampa de acesso aos animais, 4gua disponivel
e escoamento de drenagem. Dentro do cativeiro é possivel encontrar arvores, cascalho e areia
de forma a permitir uma ambiéncia proxima ao habitat natural da espécie. Atualmente o
criadouro consta de um rebanho de 112 animais entre machos (31) e fémeas (81) distribuidos
conforme o tamanho entre os juvenis e adultos. S&o manejados diariamente na renovagéo da
agua dos tanques, alimentados e acompanhados quanto a sua sanidade. Os animais sdo
identificados em fichas individuais e possuem marcacdes. Todas as pesquisas executadas tem
autorizacdo para atividades com finalidade cientifica fornecido pelo ICMBIo/SISBIO n°
36884-2/2013-2015. A alimentagdo dos animais ocorre uma vez por dia, de preferéncia, no
turno da manha., durante o procedimento de limpeza todos os animais séo retirados do interior
das baias e ndo sdo utiliza-se produtos de limpeza como sab&o, detergentes, entre outros. O
ambiente possui grande ventilacdo natural e area aberta. As fémeas, em tempo de postura, séo
monitoradas para que seus ovos sejam manuseados em chocadeiras artificiais, outros, porém
sd0 mantidos em ambiente de cativeiro para nascimento. O cativeiro € monitorado
diariamente, e 0s animais, ap0s nascimento em cativeiro, sao retirados de modo a evitar que

venham a oObito, ou até mesmo machucados por outros individuos no interior do viveiro.

3. CONCLUSAO

O conhecimento de aspectos da historia natural de uma espécie € primeiro passo para 0
manejo adequado de seus estoques, e deve direcionar programas de conservacao eficientes e
possiveis. K. scorpiodes, por sua importancia econémica e cultural nas comunidades
Amazonicas, bem como por sua ampla exploracdo, carece de programas que cumpram esses
objetivos. Evidencia-se através dos dados apresentados que o conhecimento disponivel para
essa espécie ainda carece de mais informacgdes, com poucos dados referentes aos aspectos
reprodutivos, a biologia, a morfologia, desenvolvimento sexual e distribuicdo geogréafica. Os
dados aqui compilados norteiam algumas medidas, especialmente quanto a manutencdo e
reproducdo da espécie em cativeiro a permitem uma caracterizacdo ecoldgica preliminar para

o delineamento de acdes de protecdo efetivas.
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RESUMO

A espécie Kinosternon scorpioides possui habito semi-aquéatico, ampla distribuicdo geogréfica
e determinacdo do sexo dependente da temperatura de incubagdo. Com o objetivo de
descrever a biologia do desenvolvimento do K. scorpioides em diferentes fases, tendo como
base a descrigcdo fenotipica, utilizou-se 169 ovos incubados em chocadeiras ajustadas a 26° e
30°C. Foram retirados trés exemplares em intervalos regulares de 1 semana até a 252 semana.
Os ovos e embrides/fetos foram pesados e mensurados. A eclosdo do ovo se deu em 25
semanas (175 dias) e descrevemos fenotipicamente 54 amostras, a partir dos quais
reconhecemos 25 estagios e descrevemos 8 destes (22 a 92 semanas). Os elementos
morfologicos encontrados se assemelham aos das demais espécies de tartarugas mostrando-se

os embrides de fémeas mais pesados que 0s de macho ao longo do desenvolvimento.

Palavras-chaves: Biologia do desenvolvimento; Kinosternon scorpioides; tartaruga.

ABSTRACT

The species Kinosternon scorpioides has semi-aquético habit, wide geographical distribution
and temperature —dependent sex determination. In order to describe the morphology of the
developing K. scorpioides in different phases, based on the phenotypic description, we used
169 eggs in incubators adjusted at 26 ° C and 30 ° C. We removed three embryos at regular
intervals of one week to the 25th week. The eggs and embryos / fetuses were weighed and
measured. The egg hatching happened at 25 weeks (175 days) and we described 54 embryos,
reconizing 25 stages and describing 8 stages of them (2 to 9 weeks). The morphological
elements found are similar to the other species of turtles and the females were more heavy

than males during the development.

Keywords: developmental biology; Kinosternon scorpioides; turtle.



38

1. INTRODUCAO

Os Testudines constituem-se de um grupo que abrange animais que compdem a fauna
de vertebrados existentes nos ambientes marinho (tartarugas), de agua-doce (tartarugas e
cagados) e terrestre (jabutis). S&o animais que apresentam caracteristicas peculiares,
possuindo cinturas escapular e pélvica dentro de um casco formado por placas 6sseas com as
suturas cobertas por um mosaico de escudos corneos epidérmicos. Ao longo do processo
evolutivo esta estrutura protetora passou por mudancas, sendo formado por uma porcéao
dorsal, a carapaca, e uma porcao ventral, o plastrdo (BUJES, 2008 e BUJES, 2010). Séo
importantes componentes da cadeia trofica exercendo grande influéncia na qualidade
ambiental, nas funcbes vitais do ambiente e na ciclagem de nutrientes (MOLL & MOLL,
2004).

Atualmente é uma ordem que compreende duas subordens, Pleurodira e Cryptodira
entre as quais estdo distribuidas 14 familias (Chelidae, Podocnemididae, Pelomedusidae,
Chelydridae, Platysternidae, Cheloniidae, Dermochelyidae, Dermatemydidae, Kinosternidae,
Geoemydidae, Emydidae, Testudinidae, Carettochelyidae e Trionychidae) com 317 espécies
descritas (GUILLON et al., 2012).

No Brasil, segundo a Lista 2014 de espécies ameacadas (Portarias MMA n° 444/2014
e n° 445/2014) existe 415 espécies de répteis ameacados, entre os quais, 31 espécies de
quelbnios continentais, entre os quais se destaca K. scorpioides e 5 espécies de tartarugas
marinhas (Caretta caretta, Chelonia mydas, Dermochelys coriacea, Eretmochelys imbricata,
Lepidochelys olivacea).

A familia Kinosternidae abrange 25 espécies distribuidas em quatro géneros, entre 0s
quais se encontra Kinosternon com 18 espécies aproximadamente. A espécie Kinosternon
scorpioides caracteriza-se por possuir habito semiaquatico e quando adultos pode atingir
15,26 e 11,31 cm de comprimento e largura de carapaca respectivamente, 13,35 e 8,01 cm de
comprimento e largura de plastrdo e peso de 430,08g. Em machos esses tamanhos podem ser
14,79 e 9,79 cm de comprimento e largura de carapaca respectivamente e 12,3 e 7,46 cm de
comprimento e largura de plastrdo respectivamente e peso de 314,05. Estes queldnios podem
viver em ambientes alagados, mas para se reproduzirem podem alcancar o ambiente terrestre.
K. scorpioides possui uma ampla variedade reprodutiva no ambiente (CASTRO, 2006,
PEREIRA et al., 2007).

K. scorpioides possui uma ampla distribuicdo geografica, podendo ser encontrado

desde a Costa Rica até o Norte da Argentina e do Brasil. Possui registros de ocorréncia no
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Pard e no Maranhdao podendo ser conhecido popularmente como “mucud” ou “jurard”
respectivamente, este Gltimo pelos maranhenses (CABRERA & COLANTONIO, 1997;
BERRY & IVERSON, 2011).

Devido ao sabor e a qualidade da carne e de seus subprodutos, K. scorpioides tem sido
explorado constantemente, fazendo parte da historia, dos costumes e da economia de
comunidades ribeirinhas e urbanas. O aparato legal desta espécie ndo € levado em
consideracdo e seus estoques naturais tém sido amplamente explorados, sem controle
(CASTRO, 2006). No Maranhdo, é possivel perceber o reflexo dessa superexploracdo na
regido da Baixada Maranhense, especialmente na cidade de S&o Bento onde 0 mesmo tem
sido recurso alimentar constituindo fonte proteica e econdémica de muitas familias (PEREIRA
et al., 2007).

Dessa forma, faz-se necessaria buscar programar acGes de manejo, que necessitam,
para seu adequado planejamento, de maiores conhecimentos sobre a reproducdo da espécie.
Em relacdo aos aspectos reprodutivos e embrionarios de K. scorpioides, as informac6es ainda
ndo sdo totalmente esclarecidas, ndo havendo base de sustentacdo na literatura cientifica.
Sabe-se que as fémeas da espécie depositam seus ovos em solo argiloso e logo apos 150 dias
de incubacéo ocorre ecloséo dos filhotes (DELDUQUE, 2000; CASTRO, 2006; MOLINA &
LISBOA, 2007; CAVALCANTE et al., 2011). O periodo de incubacdo dos ovos da espécie
mantida em cativeiro é de aproximadamente 195 dias com variagdo de 150 a 291 dias
(ANUNCIACAO, 2013).

No que se referem ao desenvolvimento embrionario, varias espécies de répteis ja
tiveram seus estagios embrionarios determinados, como descrevem os estudos realizados com
Chelydra serpentina por YNTEMA (1968; 1964); seguido por Crastz (1982) para
Lepidochelys olivacea; Tokita & Kuratani (2001) para Pelodiscus sinensise; Greenbaum
(2002) para Trachemys scripta. Os estagios de desenvolvimento de K. scorpiodes, no entanto,
ainda ndo estdo esclarecidos.

Varios sdo 0s autores gque relatam que o processo de determinacdo sexual em espécies
de Testudines esta relacionado a temperatura do ambiente, entre os quais se destaca Yntema
& Mrosovsky (1980) em Caretta caretta; Alho et al., (1985) em Podocnemis expansa e
Malvasio et al., (1999) com Trachemys dorbignyi. Em K. scorpioides, assim como outras
espécies de Testudines, a determinacdo sexual é inteiramente influenciada pela variacdo de
temperatura (MALVASIO et al.,, 1999) e com isso, sabe-se que o controle genético na
determinacdo sexual é desencadeado pela expressdo de alguns genes, porém esse mecanismo

molecular é ainda desconhecido.
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Diante do exposto, o trabalho tem por principal objetivo descrever a biologia do
desenvolvimento do K. scorpioides em diferentes fases, tendo como base a descri¢do
fenotipica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local e coleta dos embrides/fetos

No cativeiro experimental localizado no prédio do Curso de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual do Maranhdo, 5 baias contendo ninhos marcados foram monitoradas
entre 0s meses de abril a novembro de 2014 sob licenga N° 1899339/2008/IBAMA. O viveiro
experimental possui 112 espécimes distribuidos em 81 fémeas e 31 machos. Um total de 144
ovos foram coletados e depositados em chocadeiras distintas, entre os quais 54 ovos foram
utilizados para descricdo embrionaria, em que 27 foram depositados na chocadeira a 26°C e
0s outros 27 em chocadeira a 30°C. A diferenca de temperatura foi considerada para
confirmag&o, quando possivel, em nivel macroscopico, o sexo dos individuos de acordo com a
diferenca de temperatura. Para confirmacdo de que a postura dos 0s ovos era recente,
utilizamos as caracteristicas de coloracgéo e rigidez da casca. A flutuacdo de temperaturas no
interior das chocadeiras obedeceu a uma ordem de 1° + 2°C.

Dos ovos mantidos nas chocadeiras ao longo do processo de incubacdo, eram retirados
trés exemplares em intervalos regulares de 1 semana (a cada 7 dias de incubagdo). Esses
procedimentos foram repetidos até a primeira eclosdo natural dos ovos. Durante 0s
procedimentos de retirada dos embrides/fetos, os ovos ndo fecundados, ou seja, nédo
embrionados, foram descartados do experimento. Para o procedimento, inicialmente os ovos
eram pesados e medidos em dois momentos, durante a coleta dos ovos no cativeiro
experimental e na abertura dos mesmos para coleta das amostras. Os pesos foram retirados a
partir de balanca digital de precisdo 0,1g. Tiveram mensurados 0 seu comprimento e largura,
na regido equatorial com paquimetro de precisdo 0,01mm. Para obtencdo dos embrides/fetos,
as cascas dos ovos foram quebradas cuidadosamente com o auxilio de pinca cirdrgica. Em
seguida, o embrido/feto foi coletado e depositado em placa de petri juntamente com o0s
envoltorios e o vitelo. Apos excluir os anexos, procedia-se com a tomada dos dados
biométricos como Comprimento da Carapaca (CC), Largura da Carapaca (LC), Comprimento
do Plastrdo (CP), Largura do Plastrdo (LP), Altura e Comprimento Total divididos em
Comprimento Total do Embrido (CTE) e Comprimento Total do Feto (CTF) e peso. Para as
analises estatisticas utilizou-se o Programa R Development Core Team (2011). Gréaficos

foram construidos utilizando o Excell 2010. Os procedimentos realizados seguiram-se
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rigorosamente os principios de bem-estar animal recomendado pelo Comité de Etica e
Experimentacdo Animal do Curso de Medicina Veterindria da Universidade Estadual do
Maranh&o sob Licenca CEEA/UEMA n° 034/2010.

2.2. Descricdo dos estagios embrionario/fetal

A diferenca entre as temperaturas no interior das chocadeiras foi um dos critérios
considerados para a descricdo dos estagios e identificagdo do sexo do individuo de acordo
com a temperatura. Embrides e fetos submetidos a diferentes temperaturas (26°C e 30°C)
foram caracterizados de acordo com o peso e comprimento total observados em chocadeiras
distintas. Essas medidas foram consideradas para avaliar o grau de diferenciacdo dos embrides
machos e fémeas durante o desenvolvimento embrionario submetido a diferentes temperaturas
de incubag&o. Os estagios embrionarios de K. scorpioides foram determinados de acordo com
0 surgimento de caracteristicas externas observadas, sendo consideradas somente as
fenotipicas dos embrides e planejados de acordo com a metodologia proposta por Yntema
(1964). As principais estruturas caracterizadas e utilizadas como parametros foram:
aparecimento da notocorda, coluna vertebral, aparecimento e desenvolvimento do olho,
formacdo e coloracdo da carapaca e do plastrao, surgimento e formacao de escudos dérmicos
na carapaca e escudos femorais e abdominais do plastrdo, desenvolvimento dos membros,
aparecimento de membranas e de digitos nas patas, desenvolvimento da mandibula, das
palpebras, niveis de vitelo do embrido, desenvolvimento da regido caudal. Para as
observacGes mais precisas das estruturas, utilizou-se uma lupa (Flexo lupa, Lumeno, 724x) e
as imagens foram registradas através de uma camera fotogréafica (Sony, Cyber-Shot, 8.1 Mega

pixels).

3. RESULTADOS

As descricbes das fases embrionaria e fetal foram feitas dentro do periodo de
desenvolvimento que compreendeu da 1% a 9% semana.

Os ovos coletados para este estudo apresentaram um padréo de cor e tamanho variavel,
onde 0s mesmos possuiam uma cor rosa e branca e alguns com mancha branca na porc¢édo
mediana. Percebeu-se ainda, que 0s mesmos, no momento de coleta, eram mais claross e
frageis e com o avanco dos estagios de desenvolvimento, adquiriram coloracdo mais escura e

casca mais rigida. Os dados biométricos dos ovos estdo expressos na Tabela 1.
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Tabela 1: Biometria dos ovos de K. scorpioides, obtidos de cativeiro. Sdo Luis-Ma, 2014.

Variavel Analisada Média Desvio Padréao
Peso do ovo (g) 7,80 7,80 +£0,72
Comprimento do ovo (cm) 3,48 3,48 £0,13
Largura do ovo (cm) 1,89 1,89 £ 0,04

Observou-se, de acordo com analises estatisticas realizadas uma regressao inversa
considerando o peso do ovo como variavel biol6gica relacionada a fase de desenvolvimento
embrionario/fetal de K. scorpioides. Visualmente, o ovo apresentava uma diminui¢cdo em seu
peso de acordo com o avanco desse periodo. De acordo com analises de regressdo, o
coeficiente de determinagdo foi de R? = 0,3968, em que se pode observar que os valores dos
pesos mostraram-se inversamente proporcionais a taxa de desenvolvimento, ou seja, 39,68%
da variacéo do peso do ovo podem ser explicados pela variacdo do tempo do desenvolvimento
dos mesmos (Figura 1). As variaveis como comprimento e largura dos ovos também foram
testadas e analisadas observando que os valores do coeficiente de determinacdo foram

relativamente baixos, correspondendo a R? = 0189 e R*= 0,0723 respectivamente.

e : R*=03968

* Peso

Semanas

Vartaclio/peso do ovo

Semanas de desenvolvimento
Figura 1: Correlacdo entre o peso do ovo e o periodo de desenvolvimento embrionério/fetal de K. scorpioides.

Quanto ao efeito da temperatura sobre o peso dos embrides/fetos, obteve-se uma
diferenciacdo nos valores médios entre a 22 e 92 semana de desenvolvimento exposto a

diferentes temperaturas (Figura 2).
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Figura 2: Média do peso (mg) de embrides/fetos K. scorpioides avaliados da 2% a 9% semana de

desenvolvimento mantidos em cativeiro sob diferentes temperaturas de incubagdo.

Os estagios embrionario/fetal foram definidos com base no estudo realizado com a
espécie Chelidra serpentina descrito por Yntema (1968) para 0 mesmo periodo. As descri¢des
das amostras estdo compreendidas entre os estagios Il (1% semana) e VIII (9% semana),
baseados nas caracteristicas fenotipicas. A partir da 10® semana, observou-se 0 mesmo padrao
fenotipico para todos os estadgios embrionarios, estando, portanto as demais estrutras
emapenas em crescimento e desenvolvimento. Importante se faz explicar que a partir do
Estagio VII (42 dias) consideramos a fase de transicdo do denvolvimento embrionario para o
fetal, fase essa em que as caracteristicas morfologicas da espécie sdo evidentes, entretanto,
essas estrutras se tornam progressivamente marcantes em termo de coloragdo e tamanho a
partir do Estagio X (70 dias).

Estagio | (12 semana)

Na primeira semana de desenvolvimento observou-se bastante vitelo com inicio de
vascularizacdo do embrido. Neste estagio, o saco vitelinico é a primeira membrana
extraembriondria a ser formada, originando uma bolsa membranosa que envolve totalmente a

massa Vitelinica.
Estagio Il (22 semana)

O embrido apresentava-se em fase inicial de seu desenvolvimento, sendo possivel observar
vasos sanguineos distribuidos nos tecidos em formacdo e na membrana vitelinica, contendo
uma abundancia de vitelo. Nesta fase do desenvolvimento percebe-se como as primeiras

estruturas da organogénese, a formacao do sistema cardiovascular (Figura 3).
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Figura 3: Embrido de K.scorpioides com 2 semanas de desenvolvimento. Destaque para a riqueza vascular
(seta).

Estagio 111 (32 semana)

Nesta fase 0 embrido comeca a adquirir formato caracteristico com o surgimento de estruturas
importantes. O processo maxilar comeca a aparecer, bem como a cabeca, inicio de formacéo
da vesicula 6ptica. E possivel ja observar o pro-encéfalo. Os brotos dos membros pélvicos e
toracicos e o intestino primitivo sdo evidentes. A coluna vertebral ja se torna visivel. O eixo
orientado no sentido caudoventral é perceptivel e a flexdo do tronco é maior, oferecendo ao
embrido um formato encurvado com a extremidade da cauda mais estreita e retorcido (Figura
4). Nesta fase foi possivel obter a biometria. Peso Médio: 0,12 mg; Comprimento Médio:

0,75 cm.

0,75¢cm

Figura 4: Embrido de K.scorpioides com 3 semanas de desenvolvimento. Observar o dobramento do embrido
(C); inicio de formacao da vesicula optica (V. O) e Intestino primitivo (1. P).
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Estagio IV (42 semana)

Placddio j& formado com inicio da pigmentagdo escura e o processo mandibular bem visivel.
Os brotos dos membros torécicos e pélvicos exibem maior diferenciacdo e ja € possivel
observar as vesiculas cefélicas (Prosencefalo, Mesencéfalo e Robencéfalo). A flexdo do
embrido aumenta consideravelmente e a saliéncia fronto-nasal direciona-se a um contato com
a cauda. A orientagdo da coluna vertebral é visivel formacéo inicial da carapaga (Figura 5).
Peso Médio: 0,11mg; Comprimento Médio: 1,07 cm.

1.07 cm

Figura 5: Embrido de K.scorpioides com 4 semanas de desenvolvimento. Observar vesiculas encefalicas
(Prosencéfalo (P); Mesencéfalo (M) e Robencéfalo (R), e Somitos (S).

Estagio V (5% semana)

Os membros pélvicos e toracicos tornam-se visiveis, quando comparados as modificacGes
ocorridas no estagio anterior. O crescimento dos brotos dos membros e da cauda foi mais
acentuado neste estagio. A pigmentacdo do placddio torna-se mais aparente com destaque
para a pupila. A curvatura cervical e fosseta nasal aparentes. A carapaca encontra-se
completamente formada e visivel, com o inicio da formacdo do plastrdo e da cauda e esta,
alongada, larga na porcéo final da coluna e afinando-se caudalmente, neste estagio a cauda
ainda ndo se apresenta totalmente retorcida (Figura 6). Peso Médio: 0,20 mg; Comprimento
Medio: 1,87 cm.
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Figura 6: Embrido de K.scorpioides com 5 semanas de desenvolvimento. Observar carapaga em formacéo
(seta); Pupila (P); Cauda (C) e Curvatura Cervical (C.C).

Estagio VI (62 semana)

Cabeca e estruturas pélvicas e torécicas foram observadas, mas ainda sem coloracdo aparente.
A carapaga encontrava-se bem visivel, mas ainda sem a colorac¢éo escura e sem formagéo de
placas dérmicas e o platrdo encontrava-se em formacgédo. O placodio torna-se proeminente,
sendo visiveis as palpebras. As mandibulas sdo aparentes Os vasos sanguineos ainda
presentes, bem como vitelo. Regido caudal encontra-se em formacdo adquiririndo-se um
formato retorcido. Ja € possivel verificar o formato peculiar da tartaruga. Assim, entendemos
que esta fase compreende a transicdo para o periodo fetal do desenvolvimento do jurard, o que

passamos a considerar. Peso Médio: 0,39 mg; Comprimento Médio: 2,34 cm.
Estagio VII (72 semana)

O feto, neste periodo, apresenta os brotos dos membros toracicos e pélvicos bem visiveis,
bem como o placodio e a formacdo dos digitos com membranas interdigitais. Ja é possivel
observar uma estrutura peculiar da tartaruga, onde a carapaca ja é inteiramente observada,
com destaque das placas dérmicas. Observa-se na cabeca, a regido do placdédio com uma
elevacdo aparente. A margem rostral do processo mandibular é perceptivel. O plastrdo
encontra-se formado onde se apresenta aberto centralmente para manter a conexdo com o0 saco
vitelinico. Neste estagio foi possivel verificar o batimento cardiaco do animal. As estruturas
como carapagca e cabeca comecam a adquirir coloracdo escura com os primoérdios da formacao
de escudos dérmicos conferindo uma caracteristica especial e diagndstica do animal. A regido

caudal encontra-se inteiramente visivel com um aspecto retorcido, similar a cauda de
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escorpido, caracteristica esta que confere ao nome da espécie.. (Figura 7). Peso Médio: 0,43
mg; Comprimento Médio: 3,10 cm.

§ 1,87 cm

Figura 7: Feto de K. scorpioides com 7 semanas de desenvolvimento. Observar plastrdo aberto centralmente
(seta).

Estagio VIII (82 semana)

Membros toracicos e pélvicos formados, desenvolvimento dos sulcos digitais. A regido do
placodio torna-se proeminente e as palpebras superiores séo visiveis. O processo mandibular é
aparente. E possivel observar a carapaca totalmente formada, bem como o plastrdo. O animal
comeca a apresentar pigmentacdo de coloracdo escura em sua carapaca e completa formacéo
de escudos dérmicos na regido dorsal e de escudos femorais e abdominais do plastrao
(ventral). O feto apresenta-se em formato ovalado e vitelo em abundancia circundado por
membrana vitelinica parcialmente vascularizada (Figura 8). Peso Médio: 0,58 mg;

Comprimento Médio: 3,15 cm.

Figura 8: Feto de K. scorpioides com 8 semanas de desenvolvimento. Observar plastrao inteiramente formado
(seta).
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Estagio 1X (92 semana)

Um padréo fenotipico é perceptivel, como coloracdo da carapaga de cor negra, mas ainda nao
séo visualizadas manchas amarelas nas margens. Nesta fase, o plastréo apresenta-se negro no
centro. Escudos dérmicos sdo bem visiveis, bem como a proeminéncia do placodio, palpebras
aparentes, cauda e membros pélvicos e toracicos completamente formados, nestes percebe-se
as membranas interdigitais e os digitos (Figura 9). Peso Médio: 79 mg; Comprimento
Meédio: 3,02 cm.

A

302em

Figura 9: (A) Feto de K. scorpioides com 9 semanas de desenvolvimento. (B) Observar plastrdo e carapaca com
os escudos bem marcados. Nesta fase o feto apresenta o padréo fenotipico (seta) da espécie.

Durante a descricdo e caracterizacdo dos estagios embrionarios, mudangas evidentes
foram observadas, dando destaque para o surgimento de estruturas e modificacbes
importantes para o animal, conferindo, desta forma, peculiaridades da espécie em estudo.
Abaixo segue uma visdo geral dos estagios descritos referente a 1/3 do desenvolvimento de K.

scorpioides.
Estagio X ao XXV (102 a 252 semana)

A partir da 10* semana de desenvolvimento, observou-se 0 mesmo padrdo fenotipico
para todos os estagios embrionarios até a 25% semana. Aos 175 dias de incubagdo, 0os ovos
incubados eclodiram confirmando o final do desenvolvimento. Os individuos observados ja
possuiam todas as estruturas externas formadas. A cabeca apresentava um padrdo de
coloracdo de cor negra com manchas amarelas. Os olhos e a vesicula éptica mostraram-se
proeminentes com palpebras totalmente formadas, e as pupilas nitidas e bem visiveis. A
mandibula apresentou os movimentos de abertura e fechamento do bico bastante acentuado. O

animal apresentava-se em um formato ovalado o saco vitelinico era parcialmente
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vascularizado. As placas dérmicas claramente demarcadas nas regifes marginais, nucal,
vertebrais e costais da carapaca, bem como peitoral, gular, umeral, femoral e abdominal do
plastrdo encontravam-se totalmente formados. O padrdo fenotipico observado em todos os
estagios foi uma carapaca de cor negra e manchas amarelas nas margens e um plastrdo negro
no centro e amarelo nas extremidades. Todas estas caracteristicas foram descritas em todos 0s

estagios, a partir da 102 até a 252 semana de desenvolvimento (Figura 11 A e B).

AS0cm

Figura 10: (A) vista dorsal - padrdo fenotipico de K. scorpioides, em destaque a carapaca; membros e digitos
(B) vista ventral - padrdo fenotipico do plastrdo, membros e digitos observados nos estagios X ao XXV.

4. DISCUSSAO

E possivel encontrar trabalhos descritivos sobre a biologia do desenvolvimento em
espécies de répteis, sobretudo em queldnios aquéticos. E vélido citar os trabalhos de Zhao et
al., (2015); Anunciacdo (2013); Piekarski & Olsson (2011); Roscito (2010); Greenbaum
(2002); Tokita & Kuratani (2001); Molina & Gomes (1998); Crastz (1982); Yntema (1980;
1968; 1964). Entretanto, quando se trata da familia Kinosternidae, os trabalhos tornam-se
escassos especialmente K. scorpioides. A abordagem do estudo embrionério de K. scorpioides
nesta pesquisa constitui-se de um dos primeiros trabalhos existentes até o0 momento. Neste
cendrio, as discussGes e observacdes realizadas nesta pesquisa baseiam-se na literatura
disponivel para os répteis como grupo mais amplo, para aves e mamiferos.

No que se refere ao comprimento, largura e peso dos ovos de K. scorpioides, Silva
(2011) encontrou para a mesma espécie valores entre 37,2 mm, 20,7 mm e 9,9 g
respectivamente. Aradjo (2007) 8,6 g; 3,81 cm (comprimento) e 2,33 cm (largura) e Sexton
(1960) observou apenas duas variaveis, comprimento (3,7 a 4,0 cm) e largura (1,8 a 2,09 cm).
Estes dados sdo proximos aos encontrados para este trabalho, onde os valores dessas variaveis
foram em média de 7,80g (peso); 3,48 cm (comprimento) e 1,89 (largura). A relacdo entre a

perda de peso do ovo e o tempo de desenvolvimento embrionario foi de aproximadamente
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39% de significancia. Supde-se que a temperatura e a manipulacdo experimental e o préprio
periodo de desenvolvimento séo fortes fatores que podem esta atuando para a perda de peso
durante o desenvolvimento embrionario de K. scorpioides. Pode-se relacionar estes resultados
com os encontrados por Pedroso et al., (2006) em trabalhos feitos com ovos de codorna
japonesas, quando estes autores associam esta perda as proprias condi¢cdes de armazenamento
e temperatura dos ovos.

O ciclo de desenvolvimento de K. scorpioides se completou na 25 semana quando os
0VO0S apresentaram expressiva taxa de eclosdo, ou seja, 175 dias de incubagdo. Os resultados
encontrados sdo similares aos de Anunciacdo (2013) que teve uma taxa de eclosdo média de
177 dias para a mesma espécie, em estudo de animais de cativeiro. Em outras espécies é
descrito por Yntema (1968), taxa de eclosdo com 132 dias (19 semanas) para a espécie
Chelydra serpentina. Molina & Gomes (1998) observou um periodo méaximo de 120 dias para
eclosdo de ovos de Trachemys dorbignyi. Os dados levantados pelos autores citados sdo
proximos aos encontrados para este estudo, mesmo em espécies e ordem diferentes em termos
de tamanhos.

Variagdes do periodo de incubacdo em tartarugas estdo relacionadas ndo sé a
caracteristicas de cada espécie como também ao tempo de exposicdo a cada temperatura, que
interfere também no sexo dos individuos (ACKEMAN, 1997; BONACH et al., 2011;
MOELLER, 2013). Apesar dessa indicacdo, neste estudo, verificamos que o tempo de eclosdo
ndo variou entre as duas chocadeiras utilizadas, ou seja, foi 0 mesmo para as duas
temperaturas de incubacdo. Os ovos de K. scorpioides eclodiram no periodo de 175 dias
guando mantidos a uma temperatura constante de 26 ou 30°C. 120 dias para Trachemys
dorbignyi incubados a 25 e 31°C (MOLINA & GOMES, 1998), 132 dias para Chelydra
serpentina incubados a 20 e 30°C (YNTEMA, 1964) e 48 dias de incubacdo para Pelodiscus
sinensis incubados a uma temperatura de 30£2°C (TOKITA & KURATANI, 2001).

Ainda quanto a comparacao entre as diferentes temperaturas de incubacéo, os valores
médios de peso dos embrides submetidos a diferentes temperaturas (26 e 30°C) foi bastante
evidente entre a 22 e 92 semana de desenvolvimento. Nota-se que para machos o aumento do
peso mostrou-se constante ao longo desse periodo e que estes sao mais leves que as fémas. Ja
para estas a curva de aumento do peso mostrou-se irregular, provavelmente devido a ampla
variacao dessa caracteristica, ndo elucidada pelo tamanho amostral utilizado.

O tamanho do embrido sua relacdo com o periodo do desenvolvimento embrionario
e/ou fetal também foi um fator observado, constatamdo-se crescimento significativo durante a

fase do desenvolvimento embrionario. Yntema (1968) em trabalhos realizados para a espécie
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Chelydra serpentina observou o comprimento da carapaca com o diametro do ovo e
correlacionou-as. Assim, descreve que o tamanho do embrido muda drasticamente durante o
seu desenvolvimento.

Descrevemos 25 estagios do desenvolvimento embrionério da tartaruga Kinosternon
scorpioides utilizando-se de uma caracterizagdo macroscOpica com base na morfogénese
durante todo o periodo embrionario e embrionario/fetal.

Os embrides coletados apresentaram-se bastante diferenciados de acordo com o
periodo de incubacdo. O padrdo fenotipico do feto nos estagios finais de desenvolvimento foi
bastante evidente, onde 0s mesmos possuiam carapaca de cor negra contendo manchas
amarelas nas margens. O plastrdo apresentava-se negro no centro e amarelado nas suas
extremidades. A cabeca preta com machas amarelas. Os aspectos desta fase de
desenvolvimento sdo semelhantes aos de outras fases como na adulta, independente do sexo
onde séo descritos por Anunciagdo (2013) e Castro (2006).

Quanto aos estagios iniciais de desenvolvimento (Estagio | - 7 dias de incubacgéo) nao
foi possivel nesta pesquisa destacar as estruturas, devido ao pouco desenvolvimento, mas ao
analisarmos os contetidos do ovo, somente eram percebidos os elementos constituintes do ovo
como o albimem e vitelo. No estagio Il (14 dias), aparentemente foi visualizado o inicio do
desenvolvimento dos vasos sanguineos para a vascularizacdo alantoica e ainda uma cavidade
aminiotica ja estabelecida rica em liquido amnidtico. Comparando-se ao periodo de formacao
dos anexos embrionarios em aves, nesta fase ja é possivel observar as estruturas citadas, com
destaque para uma cavidade seroamniotica (GARCIA & FERNANDEZ, 2001).

Os somitos foram visualizados no estagio IV (42 dias), mas, no entanto, ndo foi
possivel contar os mesmos durante esta fase. E importante destacar que estas estruturas s3o
importantes para a formagdo da coluna vertebral dos musculos esqueléticos do corpo e na
organizacdo segmentar do sistema nervoso periférico de vertebrados, sobretudo em tartarugas.
A idade do embrido pode ser expressa pela quantidade de somitos existentes em diferentes
fases de desenvolvimento embrionario (SADLER, 2008). Neste trabalho ndo foi possivel
determinar a idade dos embrides a partir da contagem dos somitos. No estagio Il (14 dias), 0s
somitos ndo foram visiveis devido o tempo de desenvolvimento. Vesicula Gtica aparente e
breve curvatura da coluna vertebral sdo descritas nesta fase. O surgimento destas estruturas
neste estagio também é relatado por Tokita & Kuratani (2001) em estudos comparativos
realizados com a espécie P. sinensis, espécie de tartaruga que habita zonas himidas e aguas

salobras.
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No que se refere a morfologia macroscépica do embrido com 28 dias (estagio 1V) de
desenvolvimento, percebe-se que o processo mandibular torna-se bem aparente estendendo-se
ventralmente ao embrido. A morfologia da cabeca, da iris e a vesicula Optica ja sdo formadas
neste estagio, sendo que para a tartaruga Chelydra serpentina pode ocorrer aos 30 dias de
desenvolvimento, para Pelodiscus sinensis, aos 20 dias e para Trachemys scripta, a
pigmentacéo da retina ocorre aos 35 dias de desenvolvimento (YNTEMA, 1964; BEGGS et
al., 2000).

Quando se observa a morfologia fenotipica do embrido do estagio V (35 dias), é
notavel a presenca da iris do olho. De forma geral, percebe-se que o embrido comeca a
possuir estruturas pré-formadas durante o desenvolvimento embrionario, principalmente a
carapaga. H& muitos anos atras, a origem desta estrutura em tartarugas permaneceu obscura,
mas achados demonstram que a estrutura espacial da mesma, quando comparado em
tartarugas, a relacdo musculo/esquelético € conservada, ndo tendo diferencas significativas
dentro do grupo (NAGASHIMA et al., 2012).

No estagio VI (42 dias) o embrido de K. scorpioides foi caracterizado pelo surgimento
evidente das palpebras, narinas, aumento de massa e pigmentacéo aos 36 dias de incubacao.
Estes dados podem ser comparados aos encontrados por Andrews (2004) em estudos com
Chrysemys picta e Chelonia mydas onde estas estruturas apareceram entre 22 e 28 dias
respectivamente, chegando préximo aos encontrados para a espécie K. scorpioides. O embrido
cresce a medida que o tempo de incubacdo progride, principalmente nos periodos finais de seu
desenvolvimento.

A vascularizacdo do embrido de jurard aos 14 dias de incubacéao foi bastante evidente e
intensa. Este arranjo anatdmico em mamiferos ocorre por volta da terceira semana de
desenvolvimento embrionario (MOORE & PERSAUD, 2008). Nos equinos, apos o quarto dia
de gestacdao (SHARP, 2000) e em ratos, por volta de 8 a 10 dias de gestacdo (WALLS et al.,
2008).

Um padrdo similar de pigmentacdo e desenvolvimento foi observado em todos o0s
individuos estudados a partir da 10? semana de desenvolvimento onde se observou no feto,
inicio de pigmentacdo da carapaca a partir do estagio VII (42 dias). A coloracdo confere uma
caracteristica especial da espécie e a principio apresenta-se de cor negra e a medida que 0
periodo de desenvolvimento se estende, vai adquirindo a coloracdo negra ao centro da
carapaca e amarelo nas partes laterais da mesma, enquanto no plastrdo o tom amarelo € ao
centro e negro nas laterais. Sobre este aspecto Yntema (1968) relatou o surgimento da

pigmentacdo da carapaca em C. serpentina a partir da 11% semana, diferentemente de K.
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scorpioides que foi descrito na 7% semana de desenvolvimento fetal. Ambas as espécies

desenvolveram-se em temperaturas de incubagéo diferentes.

5. CONCLUSAO

Diante da metodologia aplicada, e das respostas obtidas neste trabalho, é possivel
considerar sobre a biologia do desenvolvimento da tartaruga semiaquatica mantida em
condi¢des de cativeiro, que 0s estagios iniciais até a eclosdo do ovo foi de 25 semanas (175
dias), com a descricdo fenotipica de 24 estagios. O periodo de desenvolvimento entre as fases
embrionéaria e fetal ocorreu aos 42 dias (6% semana). Os elementos morfolégicos encontrados
se assemelharam aos das demais espécies de tartarugas, com poucas variagdes no tempo de
surgimento de algumas estruturas em detrimento das diferencas das fases do desenvolvimento
embrionario e fetal. Ndo houve diferenciacdo morfologica quanto as variaveis temperaturas,

peso e tamanho do embrido/feto.
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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo validar a utilizacdo de primers heterélogos descritos para
Trachemys scripta, bem como a expressdo do gene PP1 (Protein Phosphatase 1) em K.
scorpiodes, identificando assim um gene de referéncia para estudos no género Kinosternon.
Para isso, 27 amostras de CDNA e DNA total de K. scorpioides foram utilizadas em diferentes
estagios embrionarios. A amplificacdo por PCR convencional da PP1 mostrou resultados
positivos em todos os individuos amostrados, tanto nas reacoes realizadas a partir dos cDNAS
obtidos, quanto nas amostras de DNA total dos individuos adultos e a uniformidade da
expressdo do gene em diferentes fases foi comprovada a partir da analise da concentracdo de
DNA amplificado. Dessa forma, tanto a amplificacdo cruzada do primer utilizado, quanto a
efetividade de PP1 como um gene de referéncia foram validados em K. scorpioides,
fornecendo uma ferramenta importante para os estudos de desenvolvimento embrionario e
mecanismos genéticos envolvidos na Determinacdo Sexual Dependente da Temperatura/TSD.

Palavras-chave: TSD; Kinosternon scorpioides; PP1.

ABSTRACT

This study aims to validate the use of heterologous primers described for Trachemys scripta ,
as well as the expression of PP1 gene (Protein Phosphatase 1) in K. scorpiodes, with the aim
of identifying a reference gene for studies on gender Kinosternon. For this purpose, 27
samples of total DNA and cDNA of K. scorpioides were used at different embryonic stages.
Amplification of PP1 by standard PCR showed positive results for all individuals sampled in
both reactions carried out from the cDNAs or the total DNA sampled of adult individuals, and
the uniformity of gene expression has been demonstrated in different phases from analysis of
the amplified DNA concentration. Thus, both the cross-amplification primer used as the
effectiveness of PP1 as a reference gene in K. scorpioides has been validated, providing an
important tool for studies of embryonic development and genetic mechanisms involved in
TSD.

Keywords: TSD; Kinosternon scorpioides; PP1.
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1. INTRODUCAO

Kinosternon scorpioides é uma tartaruga que habita extensas &reas da regido
Neotropical, sendo mais abundante na Amazénia. Durante o desenvolvimento embrionéario
essa espécie passa pela Determinacdo Sexual Dependente da Temperatura (TSD), na qual um
maior periodo de incubacdo a 30° C determina o nascimento de fémeas, e incubacdo a 26° C
determina o nascimento de machos (BERRY & IVERSON, 2011; FERREIRA-JUNIOR
2009). Sabe-se muito pouco a respeito dos mecanismos envolvidos na TSD, especialmente
para Kinosternon. O estudo da expressdo génica tem esclarecido diversos processos
biol6gicos em diferentes organismos. O advento da utilizacdo de tecnologias como Analise
Serial da Expressdo Génica (SAGE); Microarrays; Hibridizacdo, qPCR e sequenciamento
contribuiu para o conhecimento de padrdes genéticos relacionados a fisiologia de organismos
(JUNIOR et al., 2004; ROSA et al., 2007; TSAI et al., 2010).

Para o entendimento da TSD, alguns estudos tém sido conduzidos, produzindo as
primeiras informacdes sobre a regulacdo genetica desse processo. A expressdo de genes como
C160RF62, CCT3, MMP2 e NFIB, NOTCH2 para Trachemys scripta (CHOJINOWSKI &
BRAUN, 2012); Dmrtlem Trachemys scripta (KETTLEWELL et al., 2000; MUDOCK &
WIBBELS, 2003); SF1, WT1 e DAX1 em Aligator Americano (WESTERN et al., 2000);
WT1 e SOX9 em Trachemys scripta (SPOTILA et al., 1998) tem sido relatada.

Para esse tipo de estudo, a selecdo de genes de referéncia é necessaria para determinar
0 grau de estabilidade na expressdo dos genes candidatos em todos os individuos. Para
diversas espécies a padronizacdo do uso desses genes ja esta disponivel (EXPOSITO-
RODRIGUEZ et al., 2008; TENG et al., 2012), no entanto para espécies menos estudadas faz-
se necessario sua padronizacao.

Os estudos de expressao génica realizados em queldnios, que abordaram 0s géneros
Trachemys, Chrysemys, Pseudemys tem utilizado o gene da proteina PP1 como referéncia
(RAMSEY & CREWS, 2007; RAMSEY et al, 2007; MARQUEZ et al, 2011;
CHOJNOWSKI & BRAUN, 2012; CRUZE et al., 2013). Sua validade em espécies distantes
evolutivamente, como as do género Kinosternon, no entanto, precisam ser testados,
especialmente os primers utilizados, uma vez que o desenho de primers especificos para esse
taxon é dificultado pela auséncia de um genoma de referéncia. Nesse sentido, é importante
destacar que os quelénios sdo geneticamente divergentes entre si. Kinosternidae possui trés

grupos evolutivos distintos (Cryptochelys, Sternotherus e Kinosternon), e seus géneros sao
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muitos diversos, apresentando distancias genéticas da ordem de 9-17% (citocromo b)
(BERRY & IVERSON, 2011/ IVERSON et al., 2013).

Portanto, este trabalho teve por objetivo, validar a utilizacdo de primers heterélogos
descritos para Trachemys scripta (RAMSEY et al., 2007), bem como a expressdo do gene
PP1 (Protein Phosphatase 1) em K. scorpiodes, identificando assim um gene de referéncia
para estudos no género Kinosternon.

Para o0 estudo molecular foram obtidas 27 amostras de embrides/fetos, sendo 24
amostras referente a embribes do primeiro terco (1/3) do desenvolvimento embrionério da
espécie, 1 amostra de embrido a 15 semanas de desenvolvimento e 2 amostras de DNA
extraidos de individuos adultos da espécie. Obteve-se 3 individuos de K. scorpioides Para
cada estagio referente ao primeiro terco de desenvolvimento (22 a 9% semana).

Os embrides foram obtidos a partir de ninhos localizados em cinco baias do viveiro
experimental para K. scorpioides (Licenga n° 1899339/2008/IBAMA) durante os meses de
abril a novembro de 2014. Os ovos foram coletados a partir da ovispostura de fémeas, em
seqguida foram encaminhados ao Laboratorio de Anatomia da Universidade Estadual do
Maranhdo (UEMA) e mantidos em chocadeiras artificiais sob diferentes temperaturas de
incubacdo (26°C e 30°C). Para confirmacdo de que a postura dos 0S 0vos era recente,
utilizamos as caracteristicas de coloracdo e rigidez da casca. A primeira semana de
desenvolvimento ndo foi considerada para estudo, pois o embrido apresentava-se sem
estruturas especificas ou morfologia peculiar expressa.

Para os procedimentos de extracdo de RNA a partir dos embriGes coletados, 0s
mesmos foram conservados em nitrogénio liquido no Laboratorio de Patologia Molecular da
UEMA. O RNA total foi extraido de todo o embrido a partir do reagente Trizol® Reagent
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, Califérnia) de acordo com as especificacbes do
fabricante. Para a extracdo, 40-100mg de tecido foi homogeneizado em 1 mL de Trizol. O
RNA total, depois de extraido foi armazenado a -80°C.

As amostras de RNA total foram diluidas 50 vezes em agua DEPC e as leituras foram
realizadas em Picodrop para a determinacdo das absorbancias no comprimento de onde de 260
nm e 280 nm. O grau de pureza do RNA total extraido foi determinado a partir da razédo
Azso/280 cOnsiderando-se adequados os valores compreendidos entre 1.8 a 2.0.

RNA total (1,5 ug) foi retrotranscrito em cDNA utilizando o kit comercial Super
Script 11l First-Strand Synthesis Systen para RT-PCR (Invitrogem), para uma reacdo de
volume final de 20uL. Para a sintese foram utilizados 3,0UL de 4&gua DEPC, 1,0uL de Randon
Hexamero (50ug/uL), 1,0uL de Anneling Buffer, 2,0uL de RNase OUT™ Enzime Mix,
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1,0uL de 2x First-Strand Reaction Mix. Os pardmetros 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.

Para a amplificacdo do gene de interesse (PP1) foram utilizados 0s seguintes reagentes
para cada amostra de DNA complementar (cDNA): 5,0 uL de GoTag®Colorless Master Mix;
1,5 uL de primer forward; 1,5 uL de primer reverse; 1,5 uL de Mg*"; 1,0uL de cDNA. O
volume final de 10 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
amplificacdo 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. A temperatura de anelamento dos
primers foi padronizada de acordo com as descritas em Ramsey et al., (2007), sendo de 60°C.

Os primers utilizados neste estudo constam na Tabela 1.

Tabela 1: Primers utilizados em PCR qualitativa.

Gene Nome do Primer Sequéncia Referéncia
PP1 PP1F CAGCARACCCTGAGAACTTCTTCCTG Ramsey et al.,
PP1R GCGCCTCTTGCACTCATCAT (2007)

Os resultados de amplificacdo foram verificados atraves de eletroforese horizontal em
gel de agarose a 2%, corado com brometo de etideo e visualizado em transluminador
ultravioleta. Em seguida, o gel foi fotografado em Transluminador (Trasluminator, L-PIX EX,
Loccus Biotecnologia) (Figura 1). Os produtos de amplificacdo foram quantificados em
espectofotdbmetro Picodrop.

A amplificacdo por PCR convencional da PP1 mostrou resultados positivos em todos
os individuos amostrados, tanto nas reacdes realizadas a partir dos cDNAs obtidos, quanto nas
amostras de DNA total dos individuos adultos. A Figura 1 mostra o perfil das bandas de
amplificacdo, um fragmento de aproximadamente 100 pb. Para otimizacdo da reagdo, apenas a

concentracdo de Mg®* foi modificada a partir do trabalho que descreveu os primers.
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Figura 1: Imagem do gel dos produtos de PCR para a Protein Phosphatase 1 (PP1) em diferentes individuos de

K. scorpioides. Os nimeros correspondem as amostras analisadas no estudo.

A uniformidade da expressdo do gene em diferentes fases foi comprovada a partir da
analise da concentracdo de DNA amplificado, que esteve entre 1,8ng e 2,0ng para 0s estagios
embrionarios.

A Protein Phosphatase 1 faz parte de um grupo importante de proteinas pertencente a
classe das fosfatases de serina/treonina. Estdo envovidas no metabolismo do glicogénio, nos
processo de contracdo muscular, atividades neuronais, divisdo celular, sintese de proteinas,
regulacdo de receptores de membrana, regulacdo celular, ciclo circadiano e splicing de RNA
(INGEBRITSEN & COHEN, 1983; FONG et al., 2000; CELEUMANS & BOLLEN, 2004;
SCHMUTZ et al., 2011) e tem sido usada como gene de referéncia em organismos diversos,
desde humanos até protozoarios (KUMAR et al., 2002)

Neste trabalho, tanto a amplificacdo cruzada do primer utilizado, quanto a efetividade
de PP1 como um gene de referéncia foram validados em K. scorpioides, fornecendo uma
ferramenta importante para os estudos de desenvolvimento embrionario e e mecanismos

genéticos envolvidos na TSD.
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