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RESUMO

CHAVES, Elba Pereira. Variabilidade fenotipica e genética de Kinosternon scorpioides
(Linnaeus, 1766). 2019. 119f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia) -
Universidade Federal do Maranhdo, Sao Luis, 2019.

A espécie Kinosternon scorpioides ¢ um pequeno quelonio de agua doce distribuido pelas
Américas, e no Brasil principalmente nas regides norte e nordeste. Com o objetivo de
averiguar variacdes morfoldgicas e genéticas das populacdes do Brasil e Colombia, utilizamos
as técnicas da morfometria tradicional e geométrica, além de analises moleculares (DNA
mitocondrial e nuclear). Todos os individuos amostrados apresentaram caracteristicas
fenotipicas tipicas da espécie, de coloragdo, organizagdo ¢ quantidade de placas dérmicas. A
morfometria linear indicou que existe diferenca estatistica entre o sexo, sendo os machos mais
estreitos e baixos em relacdo as fémeas, enquanto a morfometria geométrica mostrou variagao
de forma para cada sexo. Em relagdo a avaliagdo entre as populagdes, a partir da morfometria
geométrica, estas organizaram-se em grupos, separadas de acordo com as regides geograficas
amostradas, sendo que aquelas proximas entre si compartilham o mesmo formato. O estudo
genético indicou que os individuos brasileiros sdo diferentes dos colombianos, apresentando
uma diversidade genética média de 3% (mtDNA). Esta variacdo foi acompanhada pelos
resultados do microssatélites, com indice de fixacdo-Fs; e Coeficiente Ry altos, além de
revelar que estas populagdes estdo estruturadas, com indices de endogamia baixos. Os
resultados obtidos sdo importantes para o conhecimento da espécie K. scorpioides brasileira, e

permitira subsidiar outros estudos sobre manejo e conservagao.

Palavras-Chave: tartaruga; morfologia; filogenia.



ABSTRACT

CHAVES, Elba Pereira. Phenotypic and genetic variability of Kinosternon scorpioides
(Linnaeus, 1766). 2019. 119f. Thesis (Doctorate in Biodiversity and Biotechnology) -
Federal University of Maranhao, Sao Luis, 2019.

The Kinosternon scorpioides species is a small freshwater chelonian distributed throughout
the Americas, and in Brazil mainly in the north and northeast regions. With the average goal
of morphological and genetic changes in Brazil and Colombia, used as traditional and
geometric morphometric techniques, in addition to molecular analyzes (mitochondrial and
nuclear DNA). All samples sampled have phenotypic characteristics typical of the species,
color, organization and quantity of chemical plates. Linear morphometry indicates that there
is a statistical difference between sex, with males being narrower and shorter in relation to
females, while geometric morphometry shows shape variation for each sex. In relation to the
evaluation between the variations, from the geometric morphometry, these are organized in
groups, selected according to the sampled geographic regions, those that are close to each
other and share or even format. The genetic study indicates that Brazilians are different from
Colombians, with an average genetic diversity of 3% (mtDNA). This variation was
accompanied by the results of the microsatellites, with the FSt fixation index and initial
coefficient, in addition to revealing what these statistics are structured, with low inbreeding
rates. The results are important for the knowledge of the Brazilian species K. scorpioides, and

other subsidiary studies on conservation and conservation.

Keywords: turtle; morphology; phylogenetic
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1 INTRODUCAO

A diversidade biologica ¢ definida como o numero de itens diferentes e sua frequéncia
relativa. Estes itens sdo organizados em vdrios niveis, desde os ecossistemas completos a
estruturas quimicas que sdo a base molecular da hereditariedade. O termo engloba diferentes
ecossistemas, espécies, genes € sua abundancia relativa. Desta forma, a biodiversidade

significa basicamente a “variedade da vida” (VIEIRA, 2012).

A conservagdo da biodiversidade ¢ um assunto bastante discutido, devido a grande
quantidade de espécies ameacadas de extingdo, principalmente no Brasil, que possui um

grande nimero de espécies endémicas e uma rica diversidade de biomas.

Dentre os biomas brasileiros, a regido Amazdénica ¢ um grande exemplo de
biodiversidade, abriga a maior floresta tropical umida do planeta e, também, o mais
importante e complexo sistema de dgua doce. Ao lado dessa imensa rede hidrografica, ha uma
grande biodiversidade animal e vegetal. Esta area abrange seis paises: Brasil, Peru, Bolivia,
Equador, Colombia e Venezuela e a maior parte desse bioma - 61% estd em territdrio
brasileiro. E em nosso pais cobre partes do Acre, Amazonas, Ronddnia, Para, Mato Grosso,

Amapa, Tocantins e Maranhao (IBGE, 2014).

O Brasil abriga 795 espécies de répteis, sendo 36 Testudines, 6 Crocodylia e 753
Squamata (72 anfisbenas, 276 “lagartos” e 405 serpentes). Considerando subespécies, sdo 6
Crocodylia, 37 Testudines e 799 Squamata no Brasil (75 anfisbenas, 282 “lagartos” e 442
serpentes), totalizando 842 espécies e subespécies de répteis no pais (COSTA e BERNILS,
2018).

E dentre os répteis, os Testudines se destacam por serem os mais vulneraveis a
extingdo, uma vez que mais da metade das espécies se encontra ameacgada. De acordo com
Péez et al., (2012), o percentual de ameaca desses animais € superior aos indices verificados

para aves (13%), mamiferos (25%) e anfibios (41%).

Apesar de terem sido registrados dez espécies de quelonios no Maranhdao (MOURA et
al., 2014), estudos sobre esses animais ainda merecem atencdo cientifica, o que pode ser
constatado pela lacuna de dados bioldgicos e ecoldgicos, dificultando o estabelecimento de

acoes adequadas de manejo e conservagao (BARRETO et al., 2010).
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Dentre estes queldnios, encontramos as margens de rios e campos alagados da Baixada
Maranhense, o cagado Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766). A espécie ¢ conhecida
popularmente como jurara, sendo cagado, vendido e/ou consumido indiscriminadamente
como prato exotico da culinaria local, sendo constantemente alvo de apreensodes pelo IBAMA
(PEREIRA et al., 2007). A¢des antropicas deste tipo podem levar a vulnerabilidade da espécie

e contribuir para diminui¢ao das populagdes.

A identificagdo de populacdes evolutivamente significativas e também de unidades de
conservagao que as abrigam, se combinam de forma a gerar pontos-chaves para a conservagao
de espécies que se encontram ameacgadas (PEARSE et al., 2006). Em relagdo a Kinosternon
scorpioides, até o0 momento ndo se tem dados de sua situagdo populacional, no entanto sabe-se
que a espécie possui ampla distribuicdo, com a presenca de muitas barreiras geograficas o que
pode ocasionar um aumento na estrutura genética das populagdes. Aliado a isto as descrigdes
morfoldgicas para identificacdo da espécie sdo raras e baseadas em amostras oriundas de
outros paises. A maioria das informagdes geradas estdo relacionadas a ecologia, fisiologia,
reprodugdo e anatomia basica, sendo escasso estudos sobre taxonomia e genética das

populagdes brasileiras.

A partir desse cendrio, o entendimento sobre a morfologia e variabilidade genética das
populacdes de juraras, bem como a obtencdo de inferéncia sobre sua historia evolutiva e
relagdes filogenéticas com os demais quelonios torna-se necessario para subsidiar planos de
manejo e direcionar estratégias de reproducdo em cativeiro da espécie, contribuindo com a

conservacao da biodiversidade brasileira.

Neste trabalho foram realizadas analises morfoldgicas, fazendo uso da morfometria
tradicional ou linear e da morfometria geométrica a fim de verificar possiveis variacdes
anatomicas; e também utilizamos a biologia molecular, a partir do uso de marcadores
moleculares (COI- citocromo oxidase subunidade I/mtDNA e de microssatélites) para estudo

de variabilidade genética entre populagdes.
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Este documento esté estruturado em:
a) Uma revisdo bibliografica com énfase nos principais temas abordados na tese
b) Artigos dos resultados da pesquisa:

= Artigo 1: Dimorfismo sexual em Kinosternon scorpioides amazonico;
= Artigo 2: Variabilidade morfologica e genética de populagdes de Kinosternon

scorpioides
c¢) Consideragdes Finais

d) Anexos e apéndices
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar diferentes populagdes de Kinosternon scorpiodes por meio da analise

fenotipica e de sua estrutura genética.

2.2 Especificos

1. Caracterizar morfologicamente animais de diferentes populagdes e localidades

baseados na caracterizagdo fenotipica.

2. Caracterizar geneticamente amostras de diferentes populagdes utilizando sequéncias de

fragmentos do gene COI (Citocromo C oxidase Subunidade I);

3. Determinar a variabilidade genética de populagdes de jurara a partir de analise por

microssatélites;

4. Gerar resultados que possam contribuir com a taxonomia de Kinosternon.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Os Répteis

A Classe Reptila inclui cinco ordens, a Rhynchocephalia (as tuataras), Amphisbaenia
(cobra-cegas), Lacertilia (lagartos), Crocodilia (os crocodilos e jacarés), Ophidia (cobras),

Chelonia ou Testudines (tartarugas, cagados e jabutis) (OLIVEIRA, 2003).

Os quelonios sdo os mais antigos répteis existentes e surgiram ha cerca de 230 milhoes
de anos, sendo de linhagem mais antiga que os dinossauros fosseis (FERRI, 2002). Além
disso, estdo entre os vertebrados mais ameagados, apresentando um status preocupante quanto
a conservacdo. Esse grupo tem importancia em estudos genéticos e taxondmicos por possuir
uma historia filogenética unica, sendo candidatos em potencial para agdes de conservagao.
Muitas espécies estdo em vias de extingdo, consequéncia da perseguicdo desmedida do
homem, que destroi os ovos e pratica a caca predatoria na época de reprodugdo, além de

promover a destruicdo do habitat natural desses animais (FANTIN, 2008).

Wyneken et al. (2007) descrevem as caracteristica peculiar destes animais, os quais
possuem placas dsseas dérmicas que se fundem originando uma carapaga dorsal (placas
Osseas cobertas por um mosaico de escudos corneos epidérmicos) e um plastrdo ventral
rigido, estruturas em que as vértebras e costelas se unem, formando o exoesqueleto tipico

destes animais, morfologia tipica e que define a ordem Chelonia.

Dentro de uma caracterizagdo popular, todos os quelonios sdo reconhecidos como
“tartarugas” (latim festudo, tartaruga), no entanto, esta Ordem possui trés grupos distintos: as
tartarugas (sea turtles ou turtles), seres marinhos, detentoras de membranas interdigitais e
casco achatado; os cdgados (terrapin), animais de agua doce e também possuem membranas
interdigitais, mas s3o menores que as tartarugas; € os jabutis (tortoise), seres maiores, de
habito terrestre, ambiente seco, que possuem patas colunares e sem membranas interdigitais

(HICKMAN et al., 2004).

A classificagdo taxonomica realizada por Fritz e Havas (2013) agruparam os quelonios
em 15 familias distintas: a Dermochelyidae, Dermatemydidae, Carettochelyidae, Cheloniidae,
Chelydridae, Emydidae, Geoemydidae, Platysternidaec Testudinidae, Podocnemididae,

Chelidae, Pelomedusidae, Trionychidae, Staurotypidae e Kinosternidae.
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A Ordem Chelonia possui duas subordens, a Cryptodira e a Pleurodira (Fritz ¢ Havas,
2013). A Cryptodira sdo aqueles que escondem todo o pescogo para dentro de sua carapaca,
enquanto a Pleurodira sdo os que posicionam lateralmente o pescoco, formando um “S” do

plano horizontal (MARTINS e MOLINA, 2008).

A taxonomia moderna reorganizou a Subordem Cryptodira em quatro superfamilias,
entre elas, a Kinosternoidea, que retine duas grandes familias: Dermatermydidae (GRAY,
1870) e Kinosternidae (AGASSIZ, 1857), esta ultima compreende as duas subfamilias, a
Kinosterninae (géneros Kinosternon e Sternotherus) e a Staurotypinae (géneros Claudius e

Staurotypus) (VAN DIJK et al., 2014).

3.2 Familia Kinosternidae

Os kinosternideos sdo espécies de quelonios de pequeno a médio porte da subordem
Cryptodira, sendo conhecidos como tartarugas do Novo Mundo (ERNST e BARBOUR,
1989). E um grupo que possui ainda algumas incertezas taxondmicas. Por isso, estudos
utilizando dados morfologicos e/ou molecular foram realizados deste a década de 70 a fim de
reorganizar as espécies (SPINKS et al.,, 2014). A familia Kinosternidae foi organizada
primeiramente em quatro géneros: Kinosternon (18 espécies), Sternotherus (4 sp.),

Staurotypus (2 sp.) e Claudius monotipico (VAN DIJK et al., 2012).

Posteriormente, com base em dados moleculares foram propostos trés clados bem
distintos, o Sternotherus, o Kinosternon e outro novo género ainda ndo identificado
(IVERSON et al., 2013). Esta proposta foi apoiada por Fritz e Havas (2013), indicando trés

géneros e 24 espécies para a subfamilia Kinosterninae.

Entretanto, uma nova avaliagdo genética da subfamilia Kinosterninae realizada por
Spinks et al.,(2014) indicaram que seria prematuro a proposicdo de um terceiro género,

permanecendo apenas os géneros Kinosternon e Sternotherus.

A subfamilia Kinosterninae apresenta a maior quantidade de espécies, e seus
exemplares ocorrem do Sul do Canadé até¢ a América do Sul, o género Kinosternon ¢ o mais

distribuido, sendo encontrados desde o sul dos Estados unidos, espalhando-se pela América
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do Sul, chegando até o norte da Argentina (KIRKPATRICK, 1997; BERRY e IVERSON,
2011).

Fritz e Havas (2007) reorganizaram o género Kinosternon, indicando 18 espécies,
contudo, Van Dijk et al. (2014), refizeram a classificagdo e relataram que este ¢ formado por
19 espécies de cagados, sendo este género o mais diverso entres os demais grupos. As
espécies que compdem o género Kinosternon sdo: K. abaxilare, K. acuntum, K. alamosae, K.
angustipons, K. arizonense, K. baurii, K. chimalhuaca, K. creaseri, K. dunni, K.
durangoense, K. flavences, K. herrerai, K. hirtipes, K. integrum, K. leucostomum, K.

oaxacae, K. sonoriense, K. subrubrume o K. scorpioides.

3. 3 A espécie Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766)

A espécie Kinosternon scorpioides (Figura 1) recebe algumas denominag¢des comuns,
sendo referendada como tartaruga do lodo, tartaruga almiscarada, tartaruga escorpido do lodo,
tortuga de ciénaga de 4dgua, mucud, capininga, jurara, ashna charapa, loro charapa, tortuga
bico de papagayo, tortuga buitre, tapaculo, chiribi-chiviri, galdpago midén, miona, guachupe,
pivichigua, morrocoy agua, pecho quebrado (BRITES et al., 2009; VOGT et al., 2015). Essas
denominacgdes sdo referéncias aos seus habitos de vida, regido do habitat ou em virtude da sua

morfologia.

Etimologicamente,0 nome da espécie ¢ derivado das palavras gregas “Skorpion” e
“scorpios”, que traduzida para o latim como "Scorpion" significa escorpido. Ela recebeu este
nome por uma referéncia a estrutura cornea na ponta da cauda, como um ferrdo de escorpido

(SMITH e SMITH, 1980).

A Kinosternon scorpioides foi descrita por Fritz e Havas (2007) possuindo quatro
variedades, ou subespécies: a K. s. scorpioides, K. s. albogulare, K. s. cruentatum e a K. s.
abaxillare. Posteriormente Berry e Iverson (2011) reorganizaram a taxonomia da espécie e
também mantiveram a classificacdo aceita das quatro subespécies. Entretanto, atualmente, a
espécie K. scorpioides foi reduzida apenas a trés subespécies (Figura 2), sendo a K. s.

abaxillare elevada a nivel de espécie (VAN DIJK et al., 2014; RHODIN et al., 2017).
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A espécie possui ampla distribui¢do geografica ao longo das Américas, atingindo 20
paises: Brasil, México, Belize, Bolivia, Colombia, Costa Rica, Equador, Panama, Argentina,
Paraguai, El Salvador, Guina Francesa, Guatemala, Guiana, Honduras, Nicardgua, Peru,
Venezuela, Suriname e Trindade. No entanto, a subespécie Kinosternon s. scorpioides ¢ a
unica descrita atualmente para o territorio brasileiro, esta distribuida nos estados do Acre,
Alagoas, Amapa, Amazonas, Bahia, Ceard, Goids, Maranhdo, Minas Gerais, Para, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Rondonia, Sergipe e Tocantins (RHODIN et al.,
2017) (Figura 3).

Figura 1. Kinosternon scorpioides. FONTE: autor, 2017.



Figura 2. As subespécies de Kinosternon scorpioides. A- K. s. scorpioides, B- K. s. albugolare, C- K. s.
cruentatum. FONTE: Berry e Iverson, 2011.
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Figura 3. Distribuicdo geografica das trés subespécies de Kinosternon
scorpioides. K. s. scorpioides-vermelho, K. s. albugolare- roxo, K. s.

cruentatum- amarelo. Fonte: Rhodin et al., 2017.



28

Em relacdo as subespécies, observam-se pequenas variagdes morfologicas no que diz
respeito a coloracdo da carapaga, plastrdo e cabega. E seus nomes sdo referéncias as essas
diferencas. O nome da subespécie K. s.cruentatum significa "Manchada com sangue", em
referéncia ao vermelho brilhante na cabega e no pescogo dos adultos, enquanto o K.

s.albogulare refere-se ao queixo palido de alguns individuos (BERRY e IVERSON, 2011).

Segundo Frankham et al. (2008), as subespécies sao subpopulacdes parcialmente
diferenciadas dentro de uma mesma espécie, estas compartilham uma distribuicdo geografica
unica, normalmente sem isolamento reprodutivo marcante, sendo distinguiveis uma das outras
em varios caracteres com base genética. Mas conceitualmente € algo mais subjetivo do que
aquele que define uma espécie. E podem ser consideradas como populacdes que estdo a

caminho de uma especiagao.

Desta forma, o conhecimento das caracteristicas morfoldgicas sdo itens importantes
para identificagdo de uma espécie, € partir destas que sdo primeiramente agrupadas aquelas
que compartilham formas ou peculiaridades afins e sdo gerados as hipoteses taxonomicas. O
completo entendimento sobre uma espécie ¢ essencial na constru¢do de estratégias que
efetivamente contribuam para a sua conserva¢do. E o escasso conhecimento acerca das
caracteristicas pode levar a erros taxonOmicos que em lugar de contribuir para a sua

preservacao, compromete seriamente o futuro da espécie estudada (BONDIOLI, 2009).

Considerando que o conhecimento da morfologia de uma espécie ¢ fator primordial
para sua identificagdo, sdo listados a seguir os caracteres morfologicos descritos na literatura
para a tartaruga Kinosternon scorpioides que permitem uma diferenciacdo das demais

espécies da Familia Kinosternidae e dentro do género Kinosternon (Figura 4):

a) Cabega e pescogo: o animal apresenta cabeca triangular de coloragdo mais clara do
que nas outras subespécies (marrom, cinza, ou verde oliva escuro) com manchas e pontos
marrom claro, amarelo ou cinza suave (BERRY e IVERSON, 2011). O pescogo nao possui
marcas, sendo de coloracdo cinza ou negra. A porg¢ao rostral localiza-se o focinho alongado, e
sua mandibula possui uma estrutura cérnea (ranfoteca) em formato de bico de papagaio
proeminente (PEREIRA e LEMOS, 2007). Possui 6 a 8 barbelas mentonianas na por¢ao
ventral, a partir da cabeca até o pescoco (RUEDA-ALMONACID et al., 2007)
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b) Carapaca e plastrdo: possui uma carapaca em formato oval, moderadamente
deprimida dorsalmente e levemente tricarinada (BERRY e IVERSON, 2011), de coloragao
marrom clara ou escura, verde oliva ou preta, com manchas marrom, que se liga ao plastrao
através de uma ponte larga denominada de escudos inframarginais. O plastrao ¢ de colagao
amarelo ovo ao amarelo escuro ou marrom claro, apresentando dobradicas no lobo anterior e
posterior que (ERNST e BARBOUR, 1989). A carapaga possui 36 placas: 1 nucal, 5
vertebrais, 8 costais e 22 marginais (sendo a nona e décima mais largas); enquanto o plastrao
¢ formado por 11 escudos dérmicos: 1gular, 2 umerais, 2 peitorais, 2 abdominais, 2femorais e
2 anais. O plastrao apresenta-se concavo nos machos maduros sexualmente; Na regido axilar e
inguinal apresentam glandulas almiscaradas que secretam um forte odor quando estimuladas
(RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Os filhotes sdo de coloragdo negra, com machas

amarelas na carapaga e plastrao.

Figura 4. Desenho esquematico da morfologia de Kinosternon scorpioides scorpioides.
Fonte: Rueda- Almonacid et al., 2007.

¢) Cauda: alongada (nos machos) ou curta (fémeas) nos animais adultos, em filhotes a cauda ¢
curta em ambos os sexos. Na extremidade da cauda existe um apéndice corneo, semelhante a

uma unha, como um ferrdo de escorpido, caracteristica que nominou cientificamente a
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espécie, que auxilia a fixagdo da fémea durante o acasalamento (CASTRO, 2006; PEREIRA e
LEMOS, 2007).

d) Patas: espalmados com membranas interdigitais reduzidas com cinco dedos com
unhas pontiagudas tanto nos membros toracicos (anteriores) como nos pélvicos (posteriores)

(RUEDA-ALMONACID et al., 2007).

3.4 Morfometria Linear e Geométrica

Os estudos morfologicos sdo importantes para determinagdo de taxons e avaliagdo de
variag0es anatomicas entre populacdes de animais. Desta forma, a avaliagdo morfométrica dos
animais auxilia no reconhecimento de uma espécie, acrescentando as caracteristicas visuais,

padrdes de dimensdes proprias daquela populagdo.

O recente desenvolvimento e aprimoramento de ferramentas morfométricas representam
um grande avanco nos estudos de variagdo morfolégica (CLAUDE et al.,2004). A
morfometria ganhou embasamento tedrico e filosofico no final da década de 1980 e a partir
dai criou-se uma area especifica que envolve a biologia, estatistica e geometria (MONTEIRO
e REIS, 1999). Vem ha muitos anos sustentando estudos que envolvem diferentes
caracteristicas estruturais relacionadas com diferentes fatores, uma vez que estes elementos

nao se desenvolvem independentemente (SCHLUTER, 2000).

A morfometria em uma de suas definicdes mais cldssicas designa qualquer analise
quantitativa da variacdo morfoldgica dos organismos. E atualmente costuma ser definida
como o estudo da forma e do tamanho, e como estas variaveis se relacionam entre si. Esse
conjunto de técnicas tem evoluido ao longo dos séculos desde o estabelecimento de
proporg¢des entre as diversas partes do corpo, ainda hoje utilizadas nas descrigdes taxonomicas

(MORAES, 2003).

A morfometria tradicional trata do estudo da variacdo e covariagdo de medidas de
distancias entre pares de pontos, geralmente comprimentos e larguras de estruturas e, as
vezes, propor¢des ¢ angulos também podem ser utilizados (ROHLF e MARCUS, 1993;
MONTEIRO e REIS, 1999; MORAES, 2003), devido a isso ¢ utilizada classicamente para

aferir dados biométricos dos animais.
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Segundo Parés-Casanova (2014) ¢ o estudo de como e quanto estas medidas variam,
e de como e quanto estdo relacionadas entre si. Entretanto, segundo este autor, o método traz
um problema consigo, que ¢ o fato de ndo ser capaz de capturar muita informagdo sobre a
forma do organismo como um todo, apesar de descrever o padrao de covariacao do todo das
medidas e identificar regides com maior ou menor grau de covariagao. Apesar disto, Cabrera
e Colantonio (1997) fizeram uso desse tipo de morfometria, realizaram medi¢des (altura,
comprimento e largura de carapaca e plastrao) e analise morfoldgica das placas ou escudos da
carapaca e plastrdo, do K. s. carajasensis e o do K. s. seriei, e a partir dos resultados obtidos,

perceberam essas duas subespécies eram na verdade a K. s. scorpioides.

Os complexos padroes de variagdo morfométrica dos organismos necessitam de
técnicas de andlise estatistica multivariada, que permitam considerar simultaneamente a
variagdo dos diversos caracteres quantitativos € que sejam sensivelmente capazes de
identificar diferengas sutis entre os sexos, as quais ndo sdo perceptiveis a olho nu

(VALENZUELA et al., 2004).

Partindo desta necessidade, surge a morfometria geométrica, uma andlise que captura
a geometria da estrutura em estudo através das coordenadas de marcos anatdmicos, podendo
ser bi ou tridimensionais e permite a separacdo dos componentes forma e tamanho (ROHLF e
MARCUS 1993; MONTEIRO e REIS 1999). Esta ultima ¢ capaz de localizar e descrever
regidoes de mudangas na forma de maneira mais precisa, e também de reconstruir graficamente

tais mudangas.

Esta técnica ¢ extremamente util na ordena¢do dos dados morfométricos, pois permite
que parametros biologicos subjacentes as relacdes morfologicas entre individuos ou grupos
possam ser mais facilmente detectados e interpretados (REIS, 1988). Sendo bem utilizadas em
estudos que visam testar e descrevera existéncia de variagdo na forma dos organismos, seja
em nivel de dimorfismo sexual, variagdo geografica, variacdo inter e intra-populacional,
variacdo entre espécies filogeneticamente proximas, trajetdrias ontogenéticas, zonas hibridas,
paleontologia, sistematica e evolucdo (FORNEL, 2010). Por estas contribuigcdes, a
morfometria geométrica ¢ considerada uma importante ferramenta para qualquer estudo

fenotipico de uma estrutura (PARES-CASANOVA, 2014).

A morfometria geométrica ja foi utilizada para determinacao sexual em filhotes de

testudines, e se mostrou eficiente em exemplares de Podocnemis expansa e Chrysemys picta
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(VALENZUELA et al., 2004), Trachemys scripta (MYERS et al., 2006) e Caretta caretta
(FERREIRA-JUNIOR et al., 2011). Empregada também para avaliagdo morfométrica dos
ossos cervicais em 3D de tartarugas da subordem Cryptodira, em que foi possivel elucidar a
ancestralidade e perceber que houve uma evolucao gradual para verticalizacdo do movimento
de pescogo neste grupo quelonios (WERNEBURG, 2014). E para os membros da familia
Kinosternidae, essa técnica revelou que o género Staurotypus possui carapaga plana e plastrao
curto, o Sternotherus tem carapaca moderadamente arredondada e plastrdo médio, enquanto o
Kinosternon possui a carapaga mais arredondada de todos e um plastrao longo. Demonstrando

que estes géneros possuem formatos distintos (BERLANT e STAYTON, 2017).

3.5 Marcadores Moleculares

A forma de classificagdo das espécies de vertebrados na década de 60 baseava-se
principalmente em caracteristicas morfologicas e anatomicas, utilizando os chamados
marcadores morfologicos, fisioldgicos ou fenotipicos em andlises genéticas moleculares para
caracterizar um grupo taxondmico. Esses marcadores contribuiram de maneira significativa
com a genética de populagdes, entretanto, seu uso limitava-se as espécies vidveis de controle
em ambiente laboratorial (AVISE, 2004). Tornando necessarias novas pesquisas nao sé pra
uniformizar estes dados, como também para a inclusdao da genética para aumentar a eficiéncia

na classificagao taxondmica.

Na década de 80 foram desenvolvidos os primeiros marcadores moleculares de DNA,
que pode ser definido como todo e qualquer fen6tipo molecular oriundo de um gene expresso
ou ainda de uma sequéncia direta da estrutura do DNA (AVISE, 2004) e categorizados como
(1) dominantes, tais como RAPD e AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism),
possibilitando dados de diversos loci do genoma, e (2) codominantes, como RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism), sequéncia de DNA e microssatélites, os quais

apresentam alelos de um locus especifico (BUENO-SILVA, 2012).

Existem numerosas técnicas moleculares disponiveis para avaliar a diversidade
genética entre individuos e populacdes, segundo Queller et al. (1993), o marcador genético
ideal para estudos em populacao seria um de facil uso e que distinguisse locos com alelos co-
dominantes, que fornecesse valores ndo ambiguos, e preferivelmente com alta variagao.

Quando usamos marcadores genéticos estamos tentando estimar o nimero de modificacdes
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dos nucleotideos entre alelomorfos. E as vantagens em utilizar os marcadores moleculares
consistem no fato em que eles sdo pouco influenciados por fatores ambientais e pela grande

quantidade de caracteres informativos presente nos individuos (AVISE, 2004).

Um dos tipos de marcadores mais utilizados para identificagdao das espécies ¢ o DNA
mitocondrial (mtDNA), que nos animais consiste de um genoma haploide, circular, de
pequeno tamanho, que estd presente em centenas a milhares de cdpias por célula
(FERREIRA, 2001). As principais caracteristicas do mtDNA, que o tornam de facil utilizacdo
sdo: ser amplamente distribuido entre os animais; alto nimero de copias por célula; apresentar
taxa de mutacdo diferente entre espécies; ndo sofrer recombinacdo; ter uma heranga

predominantemente materna e possuir baixo polimorfismo ancestral (FRANKHAM, 2008).

E com o objetivo de auxiliar no desenvolvimento de um sistema capaz de identificar
todas as espécies do planeta foi criado “Consortium for the Barcode of Life” (CBOL),
baseado na utilizagdo de um pequeno fragmento padronizado de mtDNA, codificador de um
gene, a fim de estabelecer uma ferramenta acurada para a pesquisa taxondmica em espécies
animais e vegetais e auxiliar na identifica¢do correta de espécimes e de ampliar e estimular a

taxonomia dos varios grupos de organismos vivos (AZEREDO-ESPIN, 2005).

Para os animais, foi estabelecido como codigo de barras, DNA Barcode, uma regido do
gene mitocondrial denominado de Citocromo C Oxidase Subunidade I (COI) (AZEREDO-
ESPIN, 2005) e que posteriormente, foi apresentado a plataforma “www.barcodinglife.org
(BoldSystems)”, para suportar as colegdes de espécies validadas na biblioteca de codigo de
barras, promovendo a garantia da qualidade das sequéncias, e a colaboragdo entre bancos

genéticos (RATNASINGHAM e HEBERT, 2007).

O mtDNA/COI ¢ capaz de determinar as espécies de todos os filos deste reino, exceto
os cnidarios (HEBERT et al., 2004), enraizando a proposta de utilizacdo deste marcador para

identificacdo dos animais. Sendo considerado por muitos como sendo um

Em répteis este uso foi destacado por Trivedi et al. (2016), que fizeram uma
compilagdo de 27 estudos realizados em Crocodilia, Squamata, Testudines, Sphenodontia,
descrevendo a eficiéncia deste marcador genético para elucidar questdes filogenéticas,

populacionais, ou de resolucdes de incertezas taxondmicas.
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Em tartarugas marinhas (Chelonia mydas), utilizando polimorfismo no DNA
mitocondrial (mtDNA) foi analisada a variabilidade intrapopulacional e o possivel retorno de
fémeas a sua area de origem (BOWEN et al., 1992; ALLARD et al, 1994) Eretmochelys
imbrica (BRODERICCK et al, 1994; BASS et al, 1996) e Caretta caretta (BOWEN et al,
1993). Estes estudos encontraram varios niveis de subdivisao populacional entre as espécies e
diversidade no grau de similaridade entre fémeas com comportamento de retornar ao seu local

de origem.

Estudando a regido controle do DNA mitocondrial de Kinosternon flavescens, SERB
et al. (2001), determinaram a relacdo filogenética entre populacdes com obtencdo da
sequéncia completa de nucleotideos da regido controle de DNA mitocondrial, um total de
1159bp, estas exibiram 224 sitios variaveis, 113 dos quais sdo filogeneticamente
informativos, foi encontrado uma baixa diversidade entre populacdes que pode ser explicada

pela histdria da espécie, e uma baixa diversidade nucleotidica.

Outro marcador molecular, utilizados sdo os microssatélites que se destacam nos
estudos populacionais fornecendo dados relevantes sobre diversidade, estrutura e grau de
mistura genética entre as populagdes. Conforme Cornuet e Luikart (1996), grupos de animais
que foram reduzidos s3o mais suscetiveis a extingdo e sua conservacdo depende
fundamentalmente da identificacdo populacional. Nesse cenario, a variabilidade génica
possibilita comparar individuos e populacdes (AVISE, 2004), permitindo avaliagdes

importantes em sua capacidade adaptativa.

Os microssatélites consistem em unidades muito curtas (2 a 6pb) repetidas em tandem,
ou seja, uma apoés a outra e conhecidas também como STRs (Single Tandem Repeat) ou SSRs
(Simple Sequence Repeats) (FALEIRO et al., 2003). Sao classificados de acordo com o
motivo repetido, podendo ser mononucleotideo, dinucleotideos, tri, tetra, penta e
hexanucleotideos. Em relagdo a natureza das repeticdes, podem ser categorizados em perfeito,
quando ndo apresentam interrupgoes; imperfeito quando exibem uma ou mais interrupgoes, €
compostos quando possuem repeticdes adjacentes de uma sequéncia diferente (WEBER,

1990).

Em genoma animais observa-se a ocorréncia de conservacdo de sitios de
microssatélites entre espécies relacionadas, torna possivel pelo menos em alguns casos; a

transferéncia de marcadores entre espécies, ou mesmos em género, usando primers
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heterdlogos (MENOTTIRAMOND, OBRIEN, 1995; MOORE et al., 1991; PEPIN et al.,
1995). Somando a estas caracteristicas genéticas, os segmentos polimoérficos gerados sdo
pequenos suficientes para serem detectados utilizando-se de reagdo de PCR. Todas estas
caracteristicas fazem com que marcadores baseados em SRR (sequéncia simples repetidas)
sejam marcadores ideais para mapeamento genético fisico de genoma, para identificagcdo e

discriminacao de genotipos e estudos de genética de populagdes.

Este polimorfismo elevado possibilita a identificagdo de perfis especificos de cada
individuo de uma mesma espécie, conforme variagdo no numero das repeti¢des
(TURCHETTO-ZOLET et al., 2013) e sua analise permite conhecer a variabilidade genética
intra e interpopulacional como também a distancia genética de populagdes (SANTOS, 2011).
Desta forma, estes marcadores se destacam nos estudos de relagdo de parentesco, fluxo génico
e diversidade genética (SILVA et al., 2004), contribuindo para o conhecimento de padrdes
filogeograficos e grau de mistura genética entre populacdes (TURCHETTO-ZOLET et al.,
2013).

A analise do mtDNA/COI e os microssatélites tem fornecido informacdes relevantes
em estudos de estruturas populacionais de espécies, biogeografia, dispersdo, fluxo génico e
colonizacdo, possibilitando a obtencdo de dados sobre variabilidade genética e sua
distribuicao dentro e entre populagdes naturais, os quais sao fundamentais para adogdo de
medidas conservacionistas (OLIVEIRA et al., 2006). Neste contexto, destacam-se as espécies
da familia Kinosternidae, quelonios de 4gua doce para os quais sdo raramente caracterizadas
com o uso de marcadores. Considerando que os trabalhos referentes a taxonomia das
subespécies de K. scorpioides sao na sua maioria baseadas em descricdo morfoldgicas
(ERNST ¢ BARBOUR, 1989; BERRY, 1978; CABRERA E COLANTONIO, 1997) ¢
essencial realizar estudos baseados em andlises moleculares para integrar a filogenia com
genética de populagdes a fim de investigar as relacdes entre 0s processos micro € macro
evolutivos e compreender como eventos histdricos ajudaram a formar a distribuigao

geografica atual de genes, populacgdes e espécie (AVISE, 2004).
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RESUMO:

A taxonomia tradicional utiliza padroes morfoldgicos oriundos de mensuragdes de tamanho e forma para auxiliar
na identificacdo das espécies e caracterizagdo morfologica de uma populagdo. Tradicionalmente a morfometria
linear vem sendo empregada para este estudo, entretanto algumas informac¢des podem ndo ser detectaveis, sendo
importante o emprego de outras ferramentas, como a morfometria geométrica. Neste estudo foram realizadas
imagens e medig¢des lineares (comprimento, largura e altura) da carapaga e plastrao de adultos (machos e f€émeas)
de Kinosternon scorpioides a fim de averiguar o dimorfismo sexual da espécie a partir destas duas técnicas. A
morfometria linear indicou que as médias de altura da carapaga, largura da carapaga ¢ plastrdo sdo
estatisticamente diferentes entre os sexos, sendo as fémeas mais largas e altas. Na avaliagdo da morfometria
geométrica, a ANOVA demonstrou que existe variagdo de tamanho do plastrdo e na forma da carapaca e
plastrdo, expressando uma tendéncia de forma para cada sexo, que acompanha o padrido morfoldgico indicado
pela morfometria linear. O dimorfismo sexual, portanto, ¢ verificado para esta espécie, evidenciado
principalmente pelo plastrdo. Este trabalho indica uma ferramenta adicional para o conhecimento fenotipico dos
animais que auxiliard no estudo de popula¢des ameacadas.

Palavras —chave: tartaruga, morfometria, Amazonia, fauna silvestre

1 INTRODUCAO

O género Kinosternon reune tartarugas de pequeno a médio porte, distribuindo-se do
sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina (Kirkpatrick, 1997; Berry e Iverson, 2011). Sao
reconhecidas 19 espécies (Spinks et al., 2014), dentre estas Kinosternon scorpioides
(Linnaeus, 1776), a menor do género (Ferrara et al., 2017), composta por trés subespécies: a
K. s. scorpioides (Linnaeus, 1766), K. s. albogulare (Duméril e Bocourt, 1870) ¢ K.
s.cruentatum (Duméril, Bibron e Duméril, 1851) (Van Dijk et al., 2014). A K. 5. scorpioides €
a Unica descrita para o territdrio brasileiro, ocupando principalmente as areas da Regido

Amazodnica, proximas a cursos de rios das areas centro, norte e nordeste do pais (Ferrara et al.,

2017).

A identificagdo dos quelonios ¢ baseada na analise da carapaca e plastrao, observando
coloracdo, formato, dimensdo, quantidade e disposi¢do de suas placas dérmicas, sendo estas,
portanto, componentes essencias para a taxonomia (Rueda-Almonacid et al., 2007).

Tradicionalmente, as mensuragdes do comprimento e largura destas estruturas sao utilizadas
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também para a determinacgdo sexual, ou verificagdo dos padrdes morfométricos populacional
(Cabrera e Colantonio, 1997; Ceballos et al., 2016; Fachin-Teran et al., 2003; Gosnel et al.,
2009; Lovich et al., 2010; Vieira e Costa, 2006; Forero-Medina et al., 2007).

Alguns autores indicam que a K. scorpioides possui um dimorfismo sexual evidente,
baseado em avaliagdes macroscopicas de individuos adultos, evidenciando machos
geralmente maiores que fémeas, com cauda mais comprida e um plastrdo concavo, e fémeas
com cauda menor e plastrao reto (Castro, 2006; Iverson et al., 2001; Pereira ¢ Lemos, 2007,
Ferrara et al., 2017). Entretanto, a identificacdo sexual de quelonios filhotes ou jovens ¢
dificil, pois os mesmos sdo praticamente indistinguiveis nessa fase da vida. Além disso, as
técnicas atuais para identificar o sexo sdo geralmente invasivas, caras e algumas delas
requerem a morte do animal (Valenzuela et al., 2004), sendo necessario o desenvolvimento de

outras alternativas para permitir a determinagdo sexual destes animais.

A morfometria geométrica surge para elucidar situagdes nio diagnosticadas pela
morfometria tradicional ou auxiliar outros estudos de morfologia. Essa técnica permite testar
e descrever a existéncia de variagdo na forma dos organismos (Fornel, 2010), sendo, portanto
uma importante ferramenta para qualquer estudo fenotipico de uma estrutura (Parés-

Casanova, 2014).

Ferreira-Junior et al.(2011)utilizando a morfometria geométrica observaram que
filhotes da tartaruga Caretta caretta apresentam diferentes formatos de carapaca e plastrao
quando submetidos a diferentes periodos de incubacdo. Em filhotes de Chrysemys picta e
Podocnemis expansa este método apresentou alta precisdo na atribuicdo do sexo quando
comparado ao sexo verdadeiro (Valenzuela et al., 2004). Na avaliagdo de adultos da tartaruga
Testudo kleinmanni, Macale et al. (2011) percebeu-se diferencas no formato da carapaca e
plastrdo, as fémeas apresentam estreitamento posterior da carapaga, com leve aumento lateral
do plastrdo, enquanto em machos a carapaca assume um formato hemisférico e o plastrdo se
estreita caudalmente. E para a familia Kinosternidae, a morfometria geométrica foi empregada
para comparagdo entre os géneros Staurotypus e Kinosternon, em que foi possivel separa-los

pelas diferengas quanto ao formato da carapaga e plastrao (Berlant e Stayton, 2017).

Andlises morfométricas podem auxiliar no conhecimento e descri¢do dos padrdes
morfologicos de uma espécie, bem como no detalhamento destas caracteristicas entre

populagdes/regides. Considerando que o conhecimento sobre as populagdes brasileiras de
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kinosternideos sdo ainda incipientes ou incompletos, as analises morfométricas vém reforgar
ou elucidar, de forma cientifica, questdes sobre as caracteristicas morfologicas. E poderao
subsidiar planos de manejo e direcionar estratégias de reprodugdo em cativeiro, contribuindo
com a conservacao da biodiversidade amazonica. Este trabalho teve como objetivo utilizar a
morfometria linear e geométrica para testar a aplicabilidade das técnicas na diferenciagdo
sexual de adultos de Kinosternon scorpioides brasileiros a partir da avaliagdo morfoldgica da

carapaca e plastrao.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta das Amostras

Espécimes de Kinosternon scorpioides foram coletados em quatro populagdes, no
Maranhdo: Pinheiro, S3o Bento e Anajatuba; e no Estado do Para: Belém. As amostras do
Estado do Maranhdo foram capturadas manualmente “in situ” na Area de Preservagio
Ambiental — APA Baixada Maranhense, ao passo que aquelas procedentes de Belém foram
capturadas no Bosque Rodrigues Alves e Museu Paraense Emilio Goeldi. A identifica¢do da
espécie foi realizada utilizando a chave de identificacdo de Rueda-Almonacid et al. (2007) e

sexagem por observa¢do visual da cauda e plastrdo.

A pesquisa foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservagao da
Biodiversidade-Icmbio/Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis
(IBAMA-MA)/licenciamento SISBIO n° 47635-4/2016 e licenga do Comité de Etica e
Experimentacdo Animal (CEEA) da UEMA sob n° 08/2015 de 24/11/2015.
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Morfometria geométrica

Morfometria linear

Localidade carapaca plastrao
M F Total M F Total M F Total

Maranhdo Pinheiro 11 39 50 10 39 49 11 39 50

Sao Bento 18 30 48 19 31 50 16 34 50

Anajatuba 11 36 47 11 39 49 11 39 50
Para Belém 13 14 27 13 13 26 10 17 27
Total 53 119 172 53 122 175 48 129 177
Legenda: M = macho; F = Fémeas.

Fonte: IBGE e Forest-GIS
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Figura 1. Distribui¢do geografica dos pontos de coleta de Kinosternon scorpioides. Sao
Luis -MA, 2019.
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2.2 Analises morfométricas

Para avaliagdo a partir da andlise da morfometria tradicional, os individuos foram
separados por sexo e em seguida submetidos a biometria, com a tomada dos dados referentes
ao comprimento e largura de carapaca e plastrdo, e altura, através de paquimetro digital,
totalizando 177 quelonios. Os dados foram tabulados em planilha do Excel 2010 e submetidos
ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov (D 0.048647 Pr >D > 0.1500), apos
constatada a normalidade, os dados foram submetidos a ANOVA e Teste de média Tukey

pelo SAS —Statistical Analysis System.

A variagdo da forma corporal foi analisada por meio morfometria geométrica, baseada
em landmarks e métodos estatisticos multivariados.Os dados morfométricos foram obtidos a
partir de imagens utilizando maquina fotografica Sony® (modelo H300, zoom dptico 35x),
mantendo a distdncia de 30 cm entre a lente e o animal. Para isso, os animais foram dispostos
em uma superficie com a cabega voltada para a esquerda, posicionada dorsalmente para
visualizagdo da carapaca, e ventralmente para observacdo do plastrdo. As imagens foram
organizadas e padronizadas em um editor de imagem, com resolu¢do de 800x600 pixels. O
conjunto de imagens foi transferido para o programa TpsDig 2.22 (Rohlf, 2010) e neste
foram definidos 24 e 21 landmarks ou marcos anatdmicos fixos para a carapaga e plastrao,
respectivamente, conforme descrigcdes estabelecidas (Claude et al., 2003; Valenzuela et al.,
2004; Ferreira-Junior et al., 2011). Uma vez definido e localizado cada marco anatdmico, um

conjunto de coordenadas cartesianas foi gerado para cada ponto (Figura 2).

No programa MorphoJ 1.06d°(KlingenberG, 2008) as coordenadas geradas foram
sobrepostas pela Analise Generalizada de Procrustes (Rohlf e Slice, 1990) produzindo uma
matriz com os escores das deformacdes parciais. Este procedimento remove a variagdo de
tamanho, a posicao e a orientacdo, transformando em unidade de tamanho de centréide (raiz
quadrada da soma dos quadrados das distancias de cada ponto de referéncia a partir do
centroide), permitindo extrair somente a variagdo de forma do conjunto de dados (Bookstein,

1991).

Para verificar o dimorfismo sexual foram realizadas a Analise de Componentes
Principais (ACP) e a Andlise da Fun¢do Discriminante (AFD) com teste de permutacdo de

1.000 interacdes para 172 amostras de carapacga e 174 de plastrdao, independente do local de
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origem. As diferengas de tamanho e forma relacionadas ao sexo foram testadas por meio da

Anélise de Variancia (ANOVA) também no programa MorphoJ 1.06d".

Figura 2. Localizacdo dos ladmarks dispostos na carapaca- A e plastrdo- B de Kinosternon scorpioides
scorpioides. Sdo Luis-MA/ Brasil, 2018.

3 RESULTADOS

O comprimento médio de carapaca variou de 13,85cm a 13,66cm para machos e
fémeas, respectivamente, ndo havendo diferenca estatistica significativa na comparagao entre
estas médias, utilizando-se p < 0,05 (tabela 2). A largura média da carapaga apresentou

diferenca significativa entre os sexos, sendo as fémeas mais largas que os machos.

O comprimento do plastrdo das fémeas tende a ser maior do que o dos machos, muito
embora isto ndo esteja associado a uma diferenca estatistica entre os sexos. Ao analisarmos a
largura desta mesma estrutura, os machos apresentaram medidas inferiores as fémeas, sendo
estatisticamente diferentes entre si. Uma variagdo significativa também foi evidenciada para a

altura dos jurards, em que machos apresentam médias inferiores as fémeas (tabela 2).
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Tabela 2. Medidas lineares de carapaga e plastrdo de machos e fémeas Kinosternon scorpioides scorpioides.
Sao Luis-MA, 2019

VALORES CC(cm) LC(cm) CP(cm) LP(cm) ALTURA (cm)
F M F M F M F M F M

Média 13,66 13,85  9,08° 880° 12,04° 1197 743" 6,69 4,95 456"

Maxima 16,70 16,90 11,00 13,50 1530 14,40 13,30 9,47 6,30 5,90

Minima 10,10 10,17 6,70 7,70 530 10,33 4,60 534 3,08 3,56

Desvp 1,23 0,85 1,87 1,48 0,57

p* 0,26 0,027 0,82 0,0023 <0,0001

Legenda: CC- comprimento carapaga; LC- largura carapaga; CP- comprimento plastrio; LP- largura de
plastrdo; M-macho; F-fémea; * p < 0,05; letras diferentes- diferenga estatistica entre as médias.

A analise de varidncia (ANOVA) sobre os dados de morfometria geométrica,
relacionada ao sexo, demonstrou ndo haver diferencas significativas em relagdo ao tamanho
do centrdide para carapaca (F o43= 1; p = 0,51), no entanto, para plastrdo (F = 1; p< 0,0001)
houve variagdo estatistica. As formas da carapaca (F445 = 44.p <0.0001) e do plastrao (F;7,06=

38; p<0,0001) apresentaram diferencas entre machos e fémeas.

Os dois primeiros componentes da PCA, aplicada sobre os dados morfométricos da
carapaca corresponderam juntos a 46,93% da variacdo total, e 30,65% da variagdo quando
aplicada sobre os dados morfométricos do plastrdo (Figura 31 A e B). Na avaliagdo da
carapaca, o PC-1 (28,75%) apresenta os individuos que possuem um encurtamento dos
escudos craniais e alargamento da porcao caudal e o PC- 2 (18,65%) demonstrou alargamento
das placas craniais e regido posterior proximo a média (Figura 31-C). Enquanto o plastrao, o
PC-1 (17,86%) representou individuos que possuem encurtamento cranial, alargamento lateral
(placas abdominais) e com regido caudal proximo a média e o PC-2 (12,79%) refletiu
estrutura mais larga cranialmente, com estreitamento lateral e prolongamento caudal, com
placas anais mais largas e compridas que a média observada (Figura 3I-D). Os machos e
fémeas distribuem-se ao longo dos dois eixos (positivo e negativo), ocorrendo sobreposi¢ao

destes individuos no grafico de componentes principais, especialmente para estrutura dorsal.

No que se refere a Avaliagdo da Fungao Discriminante - AFD de machos e fémeas, os
valores para carapaca e plastrdo foram respectivamente: distancia de Procrustes:
0,02026167/0,02832625; de Mahalanobis: 2,2570/ 3,0984; ¢ p <0.0001/ p <0.0001 indicando

haver diferencas no formato de machos e fémeas para ambas as estruturas avaliadas.
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A tabela de classificagdo de validagdo cruzada (“cross-validation”) da AFD foi de
77,04% das fémeas e 72% dos machos para a carapaga, e de 90,16% das fémeas e 83,02% dos
machos para plastrao (Tabela 3). O histograma de frequéncias através da AFD“cross-
validation” mostrou sobreposicdo entre machos e fémeas (Figura 311 A e B), semelhante ao
verificado na ACP. Na avaliagdo do grafico wireframe de forma para AFD, verificou-se
tendéncia delgada lateralmente na forma da carapaga dos machos em relacdo as fémeas
(Figura 31II C) e com o plastrdo do jurard macho apresentando estreitamento entre as placas
abdominais e femorais, assim como um aumento no tamanho dos escudos anais (Figura 311

D).

Tabela 3. Classificagdo da Analise Funcdo Discriminante “cross-validation” entre sexos, da carapaca e plastrao de
Kinosternon scorpioides. Sdo Luis, 2019

Validag¢ao cruzada

Sexo a
Resultado AFD -Carapaca Resultado AFD-Plastrio
priori Total Total
Fémea Macho Fémea Macho
Fémea 94 (77,04%) 28 (22,95%) 122(100%) 110 (90,16%) 12 (09,84%) 122 (100%)

Macho 14 (28,00%) 36 (72,00%) 50 (100%) 09 (16,98%) 44 (83,02%) 53(100%)
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Figura 3. I-Analise de Componentes Principais/grafico wireframe de forma (carapaca - A e C; e plastrdo B e D) e II-
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Apesar dos dados de morfometria linear revelarem que machos possuem médias de
comprimento de carapaca superiores, seguindo o proposto na literatura para a espécie
(IVERSON et al., 2001; BARRETO et al., 2009; FERRARA et al., 2017), nao foi evidenciada
variacao estatistica significativa para este parametro em relagdo ao sexo. De uma forma geral
machos de quelonios terrestres e semiaquaticos sdo maiores que fémeas, enquanto para
aquelas espécies aquaticas os machos sdo menores (BERRY e SHINE, 1980). Por exemplo,
os individuos machos de Kinosternon leucostomum postinguinale sao maiores que as fémeas
(CEBALLOS et al., 2016), enquanto a fémea da Podocnemis unifilis sdo maiores que 0s
machos (FACHIN-TERAN e VOGT, 2004).

O K. scorpioides insere-se no grupo dos pequenos quelonios do Novo Mundo, sendo o
tamanho médio de machos e fémeas inferior as outras tartarugas de agua doce. A média
encontrada do comprimento da carapaca corrobora com os dados descritos por Rueda-
Almonacid et al.(2007), que segundo eles, a espécie comumente ndo superam 15cm de
comprimento. Entretanto encontramos na Ilha de San Andrés/Coldmbia exemplares machos
de Kinosternon scorpioides albogulare com dimensao superiores (FORERO-MEDINA et al.,
2007).

O comprimento do plastrdo também ndo demonstrou diferengas quanto ao sexo,
embora a menor média de comprimento desta estrutura tenha ocorrido nos machos (Tabela 2).
Possivelmente esta variagdo na média estar relacionada as questdes reprodutivas, eles
necessitariam de um plastrdo mais curto para expor sua cauda e seu orgdo sexual com
eficiéncia, garantindo o sucesso da copula. As fémeas do tracaja Podocnemis unifilis seguem
este mesmo padrdo, apresentando um plastrdo maior em relagio aos machos (FACHIN-

TERAN e VOGT, 2004).

Em relacdo as medidas de largura da carapaca e plastrdo, e da altura da carapaga dos
espécimes, os resultados demonstraram que machos e fémeas sido diferentes entre si. E para
todas essas as medidas as fémeas sdo numericamente maiores, sendo mais largas e altas que
machos. Essa diferenca sexual também foi constatada por Viera e Costa (2006) para fémeas
de Trachemys scripta elegans e semelhante ao descrito por estes autores, acreditamos que
esta situacdo estd relacionada a necessidade de um espaco maior para abrigar foliculos
ovarianos € 0s ovos ao longo dos ovidutos na estacdo reprodutiva, indicagdes que foram
propostas por alguns autores para os quelonios. Darwin (1871) relacionou a evolug¢ao do

dimorfismo sexual a uma sele¢do da fecundidade de fémeas, segundo essa teoria, as fémeas
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maiores possuem maior potencial reprodutivo. Entretanto podem ser encontrados em outras
espécies de quelonios machos com dimensdes superiores as fémeas, conforme observado nas
populagdes de Kinosternon leucostomum postinguinale da Colombia (CEBALLOS et al.,
2016) em que os machos apresentaram-se mais pesados, mais longos e mais largos que as

fémeas.

E no quesito altura, outro quelonio amazdnico, a Podocnemis sextuberculata possui
também individuos machos mais baixos que as fémeas (FACHIN-TERAN et al., 2003). Este
quesito altura da carapaca foi descrito anteriormente (MOLINA, 1992, CASTRO, 2006;
PEREIRA e LEMOS, 2007) como sendo um item de diferencia¢do sexual dos quelonios, em
que machos sdo mais baixos que fémeas (FERRARA ET AL., 2017). Desta forma, essas
dimensdes dos caracteres: largura de carapaga e plastrio, e altura da carapaca podem ser

considerados critérios de diferencia¢do sexual para o jurara.

Em relagdo a morfometria geométrica, o tamanho do centréide para a carapaca e
plastrdo apresentaram resultados divergentes, sendo evidenciada variagdo estatistica apenas
para a estrutura ventral quando submetidas a andlise de variincia. Entretanto o mesmo teste
revelou que existem diferengas quanto ao sexo na avaliacdo da forma das duas estruturas
(dorsal e ventral). Considerando o exposto sobre a andlise linear de dados dos individuos,
percebemos que o comprimento ndo foi um carater que permitiu a separacao por sexo, sendo
diferencas estatisticas para a largura e altura dos espécimes, situagdo que pode ter contribuido
para a apresentacdo de variagdo no formato das estruturas quando submetidas a essa outra

técnica morfomeétrica.

Embora a ANOVA tenha revelado que existem diferengas no formato em relagdo ao
sexo, a Andlise de Componentes Principais ndo foi sensivel em separar adequadamente
machos de fémeas, ocorrendo sobreposi¢do de alguns individuos, levando-nos a perceber que
o formato tipico por sexo ndo pode ser inferido para nenhuma das vistas (dorsal ou ventral)
através desta andlise. Entretanto ¢ importante destacar que o plastrdo apresentou uma
sobreposi¢do inferior aquela apresentada para a carapaga, onde fémeas estdo mais dispostas
para o lado positivo do eixo X, demonstrando serem em sua maioria mais largas lateralmente
do que machos, os quais se concentraram no lado negativo do grafico. Informacdo que
confirmam os dados obtidos para andlise linear, em que os machos apresentaram um

estreitamento lateral do plastrao, e que macroscopicamente também pode ser inferido. Macale

et al.,, (2011) a semelhanga do indicado em nosso trabalho, observaram que o plastrdo e
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carapaca da Testudo kleinmanni sofre variagdo morfologica ligada ao sexo, em machos o
plastrdo se estreita e a carapaca assume um formato hemisférico, enquanto em fémeas o

plastrao € mais largo e a carapaga possui um estreitamento caudal.

A sobreposicdo de grupos também foi observada na Analise Fun¢do Discriminante-
AFD, em que nao foi possivel separar em sua totalidade os individuos em relacao ao sexo. A
Distancia de Procrutes entre os dois grupos foi proxima a zero, indicando fraca variagdo na
forma. Entretanto os dados de validacdo cruzada (“cross-validation™), demostraram um bom
percentual de distingdo para carapaga, € um otimo de diferenciacao sexual para o plastrao. E
semelhante ao verificado na ACP, a AFD os melhores resultados foram obtidos utilizando a
regido ventral do quelonio. Segundo Myers et al. (2006) o plastrao ¢ uma estrutura que possui
um padrdo ideal para analise morfométrica, em virtude da mesma ter um formato plano,
garantindo locais de referéncias adequados para andlise, sendo este o motivo pelo qual a
melhor validagdo cruzada e uma sobreposi¢do inferior de grupos na ACP e AFD tenha

ocorrido quando ocorreu a avaliagao desta estrutura.

O grafico de forma (wireframe) da AFD (Figura 3 II - C e D) revela uma tendéncia
morfologica para cada sexo, sendo esta distingdo mais evidente para regido ventral. As
carapagas das fémeas tendem ser mais largas lateralmente e curtas cranialmente do que os
machos. E para o plastrao, os machos de jurard possuem uma tendéncia a serem também mais
estreitos que as fémeas ventralmente. Estes padrdes morfoldgicos corroboram com os achados

na morfometria linear.

Além disto, ¢ percebido um prolongamento lateral dos escudos anais em machos,
evidenciando a formacgao de um entalhe em “V”, o qual ndo ¢ evidente em fémeas (Figura 3 I
e II- D). Em estudo morfolégico a “olho nu”, realizado para mesma espécie, Berry e Iverson
(2011) relataram que este entalhe esta presente apenas nas populacdes de América do Sul,
sendo reduzido nas fémeas, conforme observado neste trabalho. Esse entalhe destacado pela
morfometria geométrica pode ter relacionado as questdes reprodutivas, pois acreditamos que a
formacao desse entalhe favoreca a copula, permitindo a formagdo de uma area de encaixe e
apoio, facilitando a passagem do 6rgdo sexual para dentro da fémea. Esta suposi¢do também
foi mencionada por Macale et al. (2011), que verificaram o entalhe evidente somente em
adultos machos da tartaruga Testudo kleinmanni e indicaram que este formato esta

relacionado @ movimentacdo cauda e facilitagdo da copula. Sendo assim, esse formato da
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regido caudal do plastrdo de machos de K. scorpioides pode ser utilizado como sendo um

carater de distin¢ao sexual nos individuos brasileiros.

5 CONCLUSOES

Os resultados indicaram que o Kinosternon scorpioides possui dimorfismo sexual para
os parametros altura, e largura de carapacga e plastrao, em que fémeas sdo mais altas e largas
que os machos. A morfometria geométrica, referente a forma da carapaca e plastrdo sdo
estatisticamente diferentes em relagao ao sexo. Esta ferramenta evidenciou uma tendéncia de
forma para cada sexo, em que os machos apresentam carapaca e plastrdo mais estreitos do que
as fémeas, um padrao que corrobora o verificado na morfometria linear. Acrescenta-se que o
plastrdo ¢é a estrutura que melhor expressa diferenca sexual entre os individuos, podendo ser a
regido de escolha para novos estudos fenotipicos. E considerando a importancia das estruturas
avaliadas para a taxonomia, os nossos resultados poderdo contribuir para conhecimento das

populagdes de K. scorpioides amazonico.
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RESUMO

As populacdes da tartaruga Kinosternon scorpioides foram avaliados através da morfometria geométrica e por
dois marcadores moleculares, mtDNA(Citocromo Oxidase Subunidade 1-COI) e nuclear (10locis
microssatélites), além da observag@o visual, com o objetivo de identificar os espécimes e verificar variagdes
morfologicas e genética. Os dados morfométricos indicaram que os individuos das diferentes localidades
possuem formatos diferentes, os brasileiros sdo mais estreitos, enquanto os andinos sdo mais largos caudalmente.
Os espécimes brasileiros formam um clado distinto dos individuos colombianos, com indice de diversidade
genética (COI) de 3%. Verificamos ainda que as populag¢des brasileiras sdo pouco diferenciadas geneticamente.
Os resultados obtidos sdo importantes para o conhecimento da espécie, e servirdo para subsidiar outros estudos
de filogenia da familia Kinosternidae.

Palavras-chave: Amazonia, tartaruga do lodo, morfologia, filogeografia

1 INTRODUCAO

O jurara (Kinosternon scorpioides) ¢ um pequeno quelonio com distribui¢do ao longo
das Américas e que ocupa corpos d’agua de baixa correnteza, riachos e areas alagadas
(RUEDA-ALMONACID et al., 2007, FERRARA et al., 2017). No Brasil ¢ encontrado
principalmente nos campos alagados do Maranhao e Parad (Vogt, 2008), onde sofre pressoes

antropicas, de captura indiscriminada e comércio ilegal.

Morfologicamente a espécie possui carapaga em formato oval (36 escudos),
fortemente tricarinada (BERRY e IVERSON, 2011), de coloragdao marrom clara ou escura,
verde oliva ou preta, com manchas marrons; ¢ um plastrao (11 escudos) com colagdo amarelo
ovo, amarelo escuro ou marrom claro, apresentando dobradicas no lobo anterior e posterior
que os protegem contra predadores (ERNST ¢ BARBOUR, 1989). A identificagdo destes
animais ¢ baseada na observacao destas estruturas, dos membros, cabeca e pescoco (RUEDA-

ALMONACID et al., 2007).

A morfometria geométrica ¢ uma técnica relativamente nova que surgiu para auxiliar
em trabalhos que descrevam a morfologia de organismos. Ela permite testar a existéncia de
variacdo na forma (FORNEL, 2010), sendo, portanto, uma importante ferramenta para
qualquer estudo fenotipico de uma estrutura corporal (PARES-CASANOVA, 2014) e que

pode contribuir com identificagdo de uma espécie animal.
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Apesar da ampla distribuicao geografica dos kinosternideos, esse grupo animal ainda ¢
pouco explorado pelo meio cientifico, e as informagdes sobre a sua genética, bem como
filogenia ainda sdo escassos. Os marcadores moleculares atualmente cumpre um importante
papel no conhecimento das espécies, contribuindo significativamente com a genética de
populagdes. A grande vantagem na sua utilizagdo ¢ o fato de serem pouco influenciados por
fatores ambientais e pela grande quantidade de caracteres informativos presente nos

individuos (AVISE, 1994).

Um dos tipos de marcadores moleculares mais utilizados para identificacdo animal € o
gene Citocromo Oxidase Subunidade 1 (CO1), conhecido como DNA barcode (Codigo de
Barras)(AZEREDO, 2005). Martin et al. (2013), utilizando esse gene, elevaram a subespécie
T carolina triunguis para o status de espécie (Terrapene mexicana), enquanto a 7T.c. mexicana
e a T. c. yucatana foram consideradas como subespécies da 7. mexicana, levando a uma
reorganizacdo da taxonomia da espécie. E Naro-Maciel et al. (2010), ao investigar a variagao
intraespecifica de tartarugas verdes (Chelonia mydas) de areas do Atlantico e do Pacifico
oriental evidenciaram um gradiente norte-sul das areas de nidificagdo. Os microssatélites sao
ideais para estudos populacionais em diferentes niveis, podem trazer informagdes sobre
padrdes filogeograficos, sendo ainda capazes de responder a questdes recentes dentro de uma
mesma espécie (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013). Esses marcadores foram empregados
em outros quelonios, a Podocnemis expansa (VALENZUELA, 2000; PEARSE et al., 2006),
Podocnemis unifilis (FANTIN, 2008) e Chinemys reevesii (YE et al., 2009) com sucesso.

Considerando a importincia do bioma amazdnico, o conhecimento sobre a morfologia
e genética da espécie Kinosternon scorpioides ¢ uma valiosa contribui¢ao para conservagao
da fauna brasileira. Desta forma, este trabalho teve como objetivo de avaliar as populacdes de
jurard a fim de averiguar possiveis variacdes fenotipicas e genéticas, bem como suas relagdes

filogenéticas com as demais espécies da familia Kinosterrnidae.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta das Amostras

Espécimes de Kinosternon scorpioides foram coletados em quatro populacdes
brasileiras (Estado do Maranhao: Pinheiro, Sdo Bento e Anajatuba; e Estado do Para: Belém)
e uma da Colombia. As amostras do Estado do Maranhao foram capturadas manualmente “in

situ” na Area de Preservacio Ambiental — APA Baixada Maranhense, e aquelas procedentes
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de Belém foram capturadas no Bosque Rodrigues Alves e Museu Paraense Emilio Goeldi. Os
espécimes colombianos foram obtidos a partir da colecdo de registro fotografico da

Universidad de Los Andes na Colombia.

A pesquisa foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade-Icmbio/Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis
(IBAMA-MA )/licenciamento SISBIO n° 47635-4/2016 ¢ licenga do Comité de Etica e
Experimentacdo Animal (CEEA) da UEMA sob n° 08/2015 de 24/11/2015.

Tabela 1. Distribuicdo amostral da analise fenotipica entre as diferentes populagdes de Kinosternon scorpioides,
Sao Luis-MA, 2019

SEXO
LOCALIDADE Machos Fémeas Total
Sao Bento 16 34 50
Anajatuba 11 39 50
Pinheiro 11 39 50
Belém 10 17 27
Coldmbia 12 08 20
Total 60 (30,46%) 137 (69,54) 197 (100%)

Tabela 2. Distribuigdo amostral utilizada na analise morfométrica de Kinosternon scorpioides, Sdo Luis-
MA, 2019

POPULACOES/ GRUPOS AMOSTRAS
Pais Estado Localidade Carapaca Plastrao

M F Total M F Total

Pinheiro 11 39 50 10 39 49

Brasil Maranhao Sao Bento 18 30 48 19 31 50
Anajatuba 11 36 47 11 39 49

Para Belém 13 14 27 13 13 26

Colombia - - 11 9 20 10 09 19
Total de amostras 64 131 192 63 131 194

Legenda: M = macho; F = Fémeas.
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Tabela 3. Descrigdo das amostras de Kinosternon scorpioides utilizadas na avaliacdo genética. Sdo Luis-MA,
2019

AMOSTRAS
PAIS ESTADO LOCALIDADE LG Dna Nuclear/
mtDNA/COI . s
microssatélite
Pinheiro 05
~ ~ 48
Maranhéo Sdo Bento 05
Anajatuba 05
Brasil Raposa 02 -
Tocantins Araguaina 01 -
Mato Grosso 01 -
Amazonas Manaus 02 -
Para - 13 19
Coldombia - 05 03
Total de 39 70
amostras

2.2 Analise Fenotipica

Para a avaliagdo fenotipica foi realizada observacao visual da carapaca e plastrao de
todos os animais, verificando a quantidade e localizagdo de placas dérmicas, assim como
também o padrdo de coloracdo da pele dos individuos, formato da cabeca e de outras
estruturas auxiliares na identifica¢do, conforme a chave de identificagdo de Rueda-Almonacid
et al. (2007). Apds observagao visual, todos os individuos foram dispostos em superficie para

registro de imagens e posteriormente editadas.
2.3 Avaliacio Morfométrica e Estatistica

A variacao morfologica foi analisada por meio de técnicas morfométricas baseadas em
landmarks e métodos estatisticos multivariados. Os dados morfométricos foram obtidos a
partir de imagens utilizando maquina fotografica Sony”™ (modelo H300, zoom 6ptico 35x),
mantendo a distancia de 30 cm entre a lente e o animal. Para isso, os animais foram dispostos
em uma superficie com a cabeca voltada para a esquerda, posicionada dorsalmente para
visualizacdo da carapaca, e ventralmente para observagcdo do plastrdo. As imagens foram

organizadas e padronizadas em um editor de imagem, com resolugdo de 800x600 pixels.

O conjunto de imagens foi transferido para o programa TpsDig 2.22 (Rohlf, 2010) e

neste foram definidos 24 e 21 landmarks ou marcos anatomicos fixos para a carapaga e
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plastrdo, respectivamente, conforme descri¢gdes estabelecidas (CLAUDE et al., 2003;
VALENZUELA et al., 2004; FERREIRA-JUNIOR et al, 2011). Uma vez definido e
localizado cada marco anatémico, um conjunto de coordenadas cartesianas foi gerado para

cada ponto (Figura 2).

No programa Morphol 1.06d® (KLINGENBERG, 2008) as coordenadas geradas
foram sobrepostas pela Analise Generalizada de Procrustes (ROHLF e SLICE, 1990)
produzindo uma matriz com os escores das deformagdes parciais. Este procedimento remove
a variacdo de tamanho, a posicao e a orientacdo, transformando em unidade de tamanho de
centroide (raiz quadrada da soma dos quadrados das distancias de cada ponto de referéncia a
partir do centroide), permitindo extrair somente a variagdo de forma do conjunto de dados
(BOOKSTEIN, 1991). Os padrdes de mudanca de forma ao longo dos eixos candnicos foram
visualizados usando graficos de forma gerados no MorphoJ 1.06. A diferenca de tamanho e
forma entre as populagdes foi testada por meio da Andlise de Variancia (ANOVA) no

programa Morphol 1.06d".

Para quantificar a variagdo morfométrica de cada populagao utilizou-se a distancia de
Mabhalanobis por pairwise (medida de distancia entre amostras). A significincia estatistica da
distancia de Mahalanobis para comparacao pairwise foi avaliada por um teste de permutagao
com 10.000 interagdes contra a hipdtese nula de nenhuma diferenca entre as espécies. A
quantificagdo da variagdo de tamanho de centroide de cada populacdo foi realizada pela
Distancia de Procrustes. Essas andlises foram executadas com o auxilio do programa MorphoJ

1.06d (KLINGENBERG, 2008).
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Figura 1. Localizagdo dos ladmarks dispostos na carapaga- A e plastrdo- B de Kinosternon scorpioides. Sdo
Luis-MA/ Brasil, 2019.

2.4 Avaliacao genética

De cada animal foi coletados Iml de sangue (178 animais), sem anticoagulante, do
seio venoso cervical, que foi imediatamente acondicionado em tubos de ependorfs contendo
Iml de etanol absoluto, mantidas em temperatura ambiente, em local fresco e livre de
incidéncia de luz solar. Posteriormente as amostras foram armazenadas em freezer a -20°. A
extragdo de DNA foi realiza por um kit comercial (Wizard® Genomic DNA Purification Kit
Technical Manual) seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante (ver anexo). O
resultado da extragdo foi observado pelo método da eletroforese em gel de agarose 1,5%

corado com brometo de etideo e posteriormente visualizado em transiluminador ultravioleta.

Para a amplificacao do gene mitocondrial Citocromo Oxidase sub unidade I- COI fez-
se uso dos primers LCO-1490(‘GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG’) e HCO-2198
(‘TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA’) (2uM) elaborados por Folmer et al. (1994) e
utilizados com eficiéncia em outros pesquisadores (McGoWIN et al., 2011; M.VENCES et
al., 2012). A obtengdo dos fragmentos foram obtidos por PCR (Polymerase Chain Reaction)
(PALUMBI, 1996), utilizando um volume total de 10uL de reacdo, contendolul de cada
primer, Sul de mix,1ul de H,0 e 2 pl de DNA, para uma reacdo de 35 ciclos : 94° por 2
minutos de temperatura inicial, 94° por 30 segundos para desnaturacdao; 45° a 45 segundos
para o anelamento dos primers; 72° a 2 minutos de extensao inicial e 72 a 5 minutos para
extensdo final. O resultado da amplificacdo foi obtido pela eletroforese em gel de agarose

1,5%, corado com GelRedTM. Os produtos de amplificagdo foram purificados por método
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enzimatico utilizando PCR Product Pre-sequencing Kit (Amersham) conforme instrugdes do

fabricante e a leitura das sequéncias em Sequenciador Automatico em empresa especializada.

As sequéncias de DNA mitocondrial foram analisados visualmente e alinhadas com o
algoritmo ClustalW através do programa MEGA 6.06, o qual também permitiu a tomada de
medidas de variabilidade genética (TAMURA et al., 2011) e elaboracao de arvores pelo
método de Neighbor-joining utilizando como outgroup (ver anexo) dados obtidos no
GenBank Home-NCBI-NIH para o género Kinosternon. Para verificar o melhor modelo
evolutivo para as sequéncias foi utilizado o programa Partition Finder 2 (LANFEAR et al.,
2016). Para determinar as relagdes filogenéticas, foi utilizada a Inferéncia Bayesiana no
programa MrBayes 3.2. (RONQUIST et al., 2012). A andlise foi implementada com duas
corridas independentes de quatro cadeias cada, por um milhdo de geragdes. Os parametros das
cadeias foram amostrados a cada 1.000 geragdes e as primeiras 1.000 arvores de cada corrida
foram descartadas como burn-in, apds verificagdo prévia das corridas com o auxilio do
programa Tracer 1.5 (RAMBAUT ¢ DRUMMOND, 2009). E para averiguar as frequéncias e
as relacoes filogenéticas entre os haplotipos mitocondriais, foi construida uma rede de
haplotipos baseada no calculo dos vetores mediano pelo programa Network (BANDELT et
al.,1999). Os dados que foram utilizados neste programa foram gerados a partir do programa

DnaSP (versao 6.12.03/2018).

Os dados obtidos do mtDNA foram analisados no programa Arlequin (versdo 3.5.2.2/
2015) para calcular a diversidade haplotipica (Hd),diversidade nucleotidica (r), D de Tajima
(Tajima 1989) e Fs de Fu e Li (Fu 1997) (EXCOFFIER e LISCHER, 2010) e o indice de

fixagdo Fst entre as populagoes.

Foram também obtidos os gendtipos de 10 locis diferentes de microssatélites (808, 197,

988, 765, 2000, 2505, 2474, 2609, 3155 ¢ 3686)(ALMEIDA PEREIRA, 2017) para 70

individuos das diferentes populacdes. As reacdes de PCR foram feitas em volumes de 10 pl

contendo 0,5u1 de DNA, 6,5ul de tampdo (master mix- PROMEGA®) e 1,5ul de cada primer.

A leitura dos genotipos foi realizada através da marcacdo FAM-ILS 600, em
sequenciador automatico, ABI 3500 de oito capilares (Applied Biosystems) no Laboratorio
Genética e Biologia Molecular — GENBIMOL/UEMA. Posteriormente, os eletroferogramas
foram avaliados e classificados utilizando o programa GeneMarker versao 3.0.0

(SoftGenetics, LLC). O ntimero de alelos, valores de heterozigosidades observada e esperada
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para cada locus, indice de Shannon e o indice de fixagao-Fst foram obtidos pelo GenAIEx 6.5
(PEAKALL e SMOUSE, 2012). Calculamos o coeficiente de endocruzamento (Fis) pelo
programa FSTAT, o equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), desequilibrio de ligagao,
frequéncias alélicas e genotipicas utilizando-se o software Genepop versao 4.7.2 disponivel na
website http://genepop.curtin.edu.au/. (RAYMOND e ROUSSET, 1995). Para determinar as
possiveis diferencas genéticas entre e dentro das populacdes estudadas realizou-se teste de

variancia — AMOVA a partir do programa Arlequin (versdo 3.5.2.2/ 2015).

3 RESULTADOS
Analise Fenotipica

Todos os exemplares examinados apresentaram o mesmo padrao de organizacao das
placas/escudos corneos que recobrem o exoesqueleto, entretanto sdo observadas pequenas
variagoes anatomicas. Os escudos marginais, aqueles localizados na por¢ao caudal, assumem
uma posi¢ao “deitada” nas amostras da Colombia, sendo estes animais mais largos
caudalmente, enquanto nos animais brasileiros estas estruturas sdo mais verticalizadas, a
excegdo dos ultimos escudos (9° ao 11°). Na unido entre os escudos peitorais e abdominais, e
entre os abdominais h4 mobilidade, formando uma “dobradi¢a”. Os dois escudos anais juntos
formam entalhe em formato de “V” na maioria dos animais, sendo mais destacado nos
machos. A linha de conexdo entre os escudos peitorais esteve ausente em 48% dos animais da
Colombia e em 50% das amostras da Baixada Maranhense, enquanto nos individuos de Belém

essa interconexao esteve presente em todos, variando apenas no seu comprimento.

Além das estruturas, plastrdo e carapaca, ha também aquelas que fazem conexao entre
estas duas, conhecida como ponte, formada por dois escudos, o axilar e inguinal, sendo este

ultimo mais comprido que o anterior € o0 unico que se conecta aos escudos abdominais.

Em relacdo a coloragdo da carapaga, a mesma variou entre os exemplares das
populagdes avaliadas, variando do castanho claro, negra ou verde oliva, sendo mais escuras as
areas de conexodes entre os escudos dérmicos. A coloracao castanha clara e escura (com tons
vermelhos) foi observada em todas as populacdes, a verde oliva foi observada em exemplares
de Anajatuba e da Colombia, e a preta ndo foi observada em nenhum exemplar da Colombia.

Em relacdo ao plastrao, evidenciamos que os individuos brasileiros possuem a coloragao
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amarela (em tons variados), evidenciando ranhuras marrons proximas as areas de conexao das
placas, sendo este mais evidente nos machos. Entretanto, os animais Andinos apresentaram
diferentes coloragdes: amarela, marrom e vermelha. A cabega dos jurards tem formato
triangular, de coloragdo cinza (em tons variados) e com ranhuras amarelas, especialmente na
regido ventral. Em machos a coloragdao da cabega e do resto do corpo geralmente ¢ mais
escura, em alguns exemplares, quase negra. Ventralmente foi observado de 3 a 4 pares de
barbelas mentonianas entre os ramos da mandibula, que vao reduzindo seu tamanho no

sentido craniocaudal.

Outras caracteristicas em todos os animais avaliados também devem ser destacadas, a
projecdo da narina e ranfoteca superior bem desenvolvidos, notadamente em machos. Ja as
patas sdo espalmadas com membranas interdigitais reduzidas com cinco dedos com unhas
pontiagudas tanto nos membros tordcicos (anteriores) como nos pélvicos (posteriores). Em
ambos os sexos a cauda possui a estrutura cornea na extremidade (“ferrdo”), que denominou a
espécie (“scorpion”), sendo que em machos ela é longa, preénsil com esta estrutura coérnea

proeminente.

Analise Morfométrica

A investigagdo da morfometria das diferentes populacdes de jurarda foi realizada
separando machos de fémeas, pois as analises de variancia da carapaga e plastrao revelaram

diferencas estatisticas quanto a forma relacionada ao sexo.

Machos-os individuos das cinco populacdes submetidos a ANOVA indicaram
diferengas estatisticas em relacdo ao tamanho do centroide (F 195=4; p <0.0001; F 55,=4; p
=0.0008) e forma ( F 483=176; p <0.0001; F 333 =152; p <0.0001) para carapaca e plastrdo,

respectivamente.

Na Andlise de Variagdo Candnica-CVA das carapacas das diferentes populagdes,
foram evidenciados quatros eixos candnicos, sendo para os dois primeiros 81,03% da variacao
na forma entre os animais. O primeiro eixo CV-1 do lado positivo, reuniu os individuos que
apresentaram encurtamento das placas caudais e estreitamento lateral em relacdo a média. Este
eixo permitiu a separagdo das populacdes de quelonios de Belém, Pinheiro e Sdo Bento,

daqueles oriundos das Colombia e Anajatuba. Enquanto o eixo CV-2 separa aqueles que
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possuem uma carapaga com largura proxima a média e um pequeno encurtamento caudal.
Neste espaco morfométrico estdo agrupados todos os animais maranhenses. Estes dois
primeiros eixos, separam quatro blocos geograficos distintos, entre as populagdes: A (Pinheiro
e Sao Bento), B (Anajatuba), C (Belém) e D (Colombia) (Figura 3A). O eixo CV-3 destaca
aqueles que apresentam uma carapaca mais comprida e larga caudalmente, com encurtamento
da regido cranial, sendo evidenciado nos animais da Coldmbia. O ultimo eixo CV-4 possuiam
estrutura mais delgada com encurtamento dos escudos caudais e prolongamento dos craniais.
As maiores distancias de Mahalanobis foram verificadas entre a populagdo de Anajatuba e os
demais brasileiros, estando este mais perto do bloco D, o qual estd seguidamente mais distante
de todos os demais. Foi evidenciado as menores distancias entre o os individuos de Pinheiro e
Sdo Bento (Tabela 2). Na observacao das distancias de Procrutes entre as populagdes, os

individuos se relacionam de forma semelhante (Tabela 3).

Em relagdo ao plastrdo dos jurards machos, a CVA, os dois primeiros eixos
representaram (74,76%) da variacdo total na morfologia dos grupos. O CV-1 divide os grupos
D e C do grupo B, deixando os individuos do bloco A em setor intermediario. Neste eixo, a
porcdo positiva mostra formato de plastrdo mais curto cranialmente (placa gular e umerais),
estreitamento lateral das placas abdominais e alargamento caudal das placas anais em relagdo a
media, notadamente representada pelos animais colombianos. Enquanto o CV-2 representa
aqueles que possuem um plastrdo mais largo na regido cranial e nas placas abdominais, perfil
encontrado no bloco C. O terceiro eixo agrupa aqueles individuos que sdo mais estreitos
lateralmente, compartilhado por parte dos individuos dos grupos A, C e D. O ultimo eixo
representa a menor das variagdes (11,77%) e separa a maioria dos individuos de Pinheiro e
poucos individuos de A, C e D (Figura 3B). As distancias de Mahalanobis e Procrutes também
apresentaram as maiores distdncias entre os quelonios da Colombia em relagdo aos demais

grupos, seguido pelos de Anajatuba.
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Tabela 4. Distdncia de Mahalanobis entre as populacdes de Kinosternon scorpioides da Analise Candnica. C=
carapaca e P= Plastrdo , * = macho e ** = fémea, os valores de p= < 0.0001 para todos os itens avaliados. Sdo Luis-
MA, 2019

POPULACOES
Anajatuba Belém Colombia Pinheiro
C P C P C P C P
Belém 10,75 * 6,82 - - - - -
3,44 ** 4,20 -
Colombia 7,75 8,21 7,54 6,32 - - - -
4,55 6,07 4,90 5,87
Pinheiro 10,32 5,82 8,28 4,66 8,81 5,61 - -
2,67 2,91 3,17 3,54 5,44 5,26
Sao Bento 9,34 5,38 7,97 4,33 7,54 5,29 4,06 3,69
2,91 2,92 3,32 3,74 5,07 5,28 2,36 2,88

Fémeas- a andlise estatistica das populagdes de jurard apresentou, também, a
semelhanca dos machos, variagdes significativas no formato (F 41, =176; p <0.0001; F 337=
152; p <0.0001) e tamanho do centroide (F 2 =4; p < 0.0001; F 649 =4; p < 0.0001) para

carapaga e plastrao.

As carapagas das fémeas submetidas Andlise de Varidveis Candnica evidenciaram
morfologias também variaveis, neste caso os dois primeiros eixos candnicos sao responsaveis
por 68,12% das diferengas de formato dessa estrutura. O CV-1 separou a maioria dos
individuos maranhenses (bloco A) dos demais blocos geograficos, em um formato de
carapaca mais curta caudalmente, com estreitamente lateral discreto, e porc¢ao cranial proximo
a media. Neste mesmo eixo, do lado negativo observou-se a maioria dos animais do bloco B,
e que sdo morfologicamente mais largos que todos os demais, estando a regido cranial e
caudal proxima a media. A observac¢ao do segundo eixo destaca principalmente as fémeas do
bloco colombiano, com encurtamento das placas craniais, alargamento da regido posterior e
estreitamento lateral evidente. Pode-se perceber também, que o bloco C encontra-se

intermediario, sendo individuos delgados com areas anterior e posterior medianas.
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Figura 2. Analise da Variagdo Canodnica da carapaga- A e plastrao-B de machos de Kinosternon scorpioides. Sdo Luis -MA,
2019. Legenda: Sao Bento (roxo); Pinheiro (preta); Anajatuba (azul); Belém (verde) e Coldmbia (vermelha).

A morfologia dos eixos CV-3(18,86%) e CV-4 (13,00%) ¢ pouco evidente, nio
permitindo uma separacao nitida entre os blocos, sendo possivel apenas destacar a posicao da
maioria dos individuos de Belém, confirmando a caracteristica morfolégica indicada
anteriormente. As maiores distdncias de Mahalanobis e Procrustes foram entre grupo D e os

demais grupos, com p < 0.0001, estando os animais de Anajatuba mais perto dos individuos

do bloco A (Figura 4A).

O plastraio das fémeas também apresentou distintos formatos, e os dois eixos
candnicos principais expressaram 64,65% destas variagdes anatomicas. No eixo CV-1
separou os individuos de Colémbia das demais populagdes, neste grupo o plastrdo ¢ mais

largo na regido das placas abdominais, com a placa gular alongada caudalmente e as placas
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anais mais proxima a média. Por outro lado os individuos de Belém, na sua maioria,
localizaram-se no lado negativo e os da populacdo colombiana, e foram melhor apresentados
sob o ponto de vista morfoldégico no eixo CV-2, apresentando alargamento cranial da placa
gular e prolongamento caudal da placa femoral, tornando as placas anais estreitas

cranialmente.

Tabela S: Distancia de Procrustes entre as populagdes de Kinosternon scorpioides da Analise Candnica

carapagca e plastrdo de machos(*) e fémeas (**). Os valores de p estdo entre parénteses. Sdo Luis-MA, 2019

CARAPACA
Anajatuba Belém Colombia Pinheiro
Belém 0,04 (0,0001)* - - -
0,03 (0,0070)**
Colombia 0,04 (0,0038) 0,06 (0,0001) - -
0,05 (0,0001) 0,064 (0,0001
Pinheiro 0,05 (0,0004) 0,03 (0,030) 0,07(<0,0001) -
0,02 (0,0342) 0,03 (0,0198) 0,06 (< 0,0001)
Sdo Bento 0,04 (< 0,0001) 0,03 (0,011) 0,05 (< 0,0001) 0,04 (0,0037)
0,03 (0,0005) 0,02 (0,1113) 0,05 (< 0,0001) 0,03 (0,0039)
PLASTRAO
Anajatuba Belém Colombia Pinheiro
Belém 0,025 (0,0007) - - -
0,0282 (0,0001)
Colombia 0,046 (< 0,0001) 0,045 (< 0,0001) - -
0,0288 (0,0002) 0,033 (0,0015)
Pinheiro 0,036 (<0,0001) 0,031 (0,0005) 0,028 (0,0316) -
0,018(0,0005) 0,027(0,0004) 0,022 (0,0604)
Sdo Bento 0,020 (0,0119) 0,020 (0,0070) 0,037 (<0,0001) 0,023 (0,0094)
0,016 (0,0002) 0,021 (0,0034) 0,026 (0,0026) 0,020 (0,0001)

Os juraras das populagdes de Sao Bento e Pinheiro apresentaram perfil intermediario

na analise dos eixos. Mas quando avaliamos o terceiro eixo destacamos os individuos de
Belém e Sdo Bento das demais populagdes, com plastrdo mais estreito lateralmente, com
prolongamento das placas gular e anais; enquanto o CV-4 separou a maioria dos queldnios do
bloco A dos outros blocos, os quais em sua maioria apresentaram perfil anatdmico mais largo
lateralmente, com por¢do caudal mais estreita e anterior mais larga (Figura 4B). Essas
separacdes de blocos geograficos podem ser confirmadas pelos valores das distancias de
Mahalanobis e Procrustes, estes indicam novamente a proximidade morfoldgica entre os
animais de Pinheiro e Sdo Bento, e a maior distancia do bloco D com todos os demais blocos,

em especial do bloco B (Tabela 2 e 3).
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Avaliacio Genética
e Marcador mitocondrial: Citocromo C oxidase subunidade I- COI

Foram amplificadas 39 sequéncias para o gene mitocondrial Citocromo C oxidase
subunidade I- COI com mais de 641 pares de bases (203 aminoacidos). As sequéncias
amostradas foram alinhadas com 16 espécies diferentes do género Kinosternon, 2 espécies do
género Sternotherus € um outgroup formado pela tartaruga de agua doce Terrapene carolina,
partir do Genbank (ver anexo), apresentando-se uniformes e longas.

Observamos 26 sitios varidveis de um total de 641pb. Em que ocorrem maior
quantidade de transi¢des (98,87%) do que transversdes, sendo a maioria representada por C >

T (40,59%)(Tabela6).



73

Tabela 6. Estimativa padrio maxima de probabilidade de substitui¢do de nucleotideos. E frequéncia de
nucleotideos estimados no MEGA 6. Sao Luis-MA, 2019.

Estimativa maxima de probabilidade padrao de substituicio de nucleotideos

A T C G
A - 0,17 0,14 9,21
T 0,16 - 32,0 0,09
C 0,16 40,59 - 0,09
G 17,07* 0,17 0,14 -
Nucleotideos Frequéncia (%)
A 29,10
T/U 30,87
C 24,34
G 15,69

E3 .~ . ~ e 71
Transi¢cdes em negrito e transversdes em italico.

Com relagdo a variabilidade genética encontrada para as populagdes de jurards, os
niveis de diversidade haplotipica e nucleotidica foram: Hd = 0,8564 ¢ © =0,01358. Os testes
de neutralidade Fu and Li's D* test statistic: 0,96532 ¢ Fu and Li's F* test statistic: 0,77020 (
P >0.10) e o teste Tajima's D: 0,0048 ( p > 0.10), ambos sem significancia.

A organizagdo dos diferentes haplotipos e sequéncias externas (apéndice) na arvore de
Neighbor-Joining (Figura 5) recuperou com confianga a monofilia de Sternotherus, indicando,
porém, as espécies desse género em posi¢do interna ao clado formado por Kinosternon. Essa
inferéncia, no entanto, ndo encontrou bom apoio, assim como as relacdes entre a maioria das

espécies de Kinosternon.

A espécie K. integrum € aquela com maior proximidade genética em relagdo aos
Kinosternon scorpioides (Indice de Distincia Média entre os grupos de 4%). As maiores
distancias foram em relagdo as espécies K.acuntum e K. creaseri (ambas com 20% de indice
de distancia). As amostras de K. scorpioides obtidas no Genbank, oriundas do Panama e

Honduras, formaram um grupo monofilético junto as brasileiras e colombianas.

As amostras da Colombia formam um ramo independente, separado de todos os
individuos brasileiros, com bootstrap de aproximadamente 90% e distancia média de 3%. Os
animais brasileiros formaram clados correspondentes as suas regides geograficas. As
distancias interespecificas médias variaram de 4 a 13% e os percentuais de distancias
intraespecificas foram baixos, inferiores as 1%. O indice de fixacdo-Fst entre as populagdes
avaliadas apoia essa apresentacdo grafica, sendo proximo a 1 entre os individuos brasileiros e

colombianos (Tabela 7).
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Verificamos que as amostras brasileiras ¢ colombianas formaram 14 haplotipos
diferentes pelo programa Dnasp, entretanto foram reorganizados pelo Network e uma rede foi
apresentada com 09 haplétipos efetivos (Figura 6). A rede de hapldtipos apresenta padrao
concordante com a arvore de Neighbor-Joining (Figura 5). Os individuos andinos apresentam
um unico haplétipo (H7), exclusivo dessa populacdo. A Regido da Baixada Maranhense,
possui trés diferentes haplotipos (H1, HS e H6), sendo que os individuos de Anajatuba
possuem a maior diversidade haplotipica e compartilham hapldtipos com o Pard. Essa
populagdo paraense, por sua vez, compartilhou haplotipos com a regido do Tocantins e
Amazonas. O Mato Grosso e Ilha de Curupu apresentam-se com haplotipos exclusivos e
possuem origem comum com o Para e Colombia, diferente dos individuos da Baixada

Maranhense.

A arvore filogenética pelo método baeysiano mostrou a mesma relacdo entre os
individuos estudados e o K. scorpioides oriundo do genbanck, e mantém a proximidade com
K. integrum. Entretanto, as espécies K. alamosae, K. flavesnces e K. subrubrum apresentam-

se independentes.

Tabela 7. Indice de fixagdo-Fst entre as diferentes populagdes de Kinosternon scorpioides utilizando as
sequéncias geradas para gene COI/mtDNA.

Populacio 1 2 3 4 5 6 7
1 0.00000
2 0.88574 0.00000
3 0.33472 0.11506 0.00000
4 0.70306 0.33333 0.00420 0.00000
5 0.91667 1.00000 0.11538 -0.14286 0.00000
6 0.87500 0.00000 -0.17949 -0.33333 1.00000  0.00000
7 0.98025 1.00000 0.74348 0.84064 1.00000 1.00000  0.00000

1:Baixada Ma, 2:llha De Curupu Ma, 3:Para, 4:Amazonas, 5:Mato_Grosso, 6:Tocantins, 7:Colombia.
Distance method: Pairwise diference/ Arlequim Program
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e Marcador nuclear: microssatélites

A andlise das 70 amostras que foram genotipadas para os dez locis revelou a
presenga de polimorfismo em todas as populagdes. O ntimero de alelos por locus variou
entre 20 a 38. A maioria dos indices de heterozigosidade observados e esperados para cada
locus apresentaram valores proximos entre si e proximo a 1.0. O valor mais baixo de
heterozigosidade observado foi obtido para o locus Kinsco 3155 (0,561) e o mais alto para o

locus Kinsco 197 (0,911) (Tabela 8).

Tabela 8. Numero de alelos, heterozigosidade observada e esperada nas amostras analisadas de Kinosternon
scorpioides.

Locus A Ho He
197 29 0,911 0,847
765 25 0,832 0,835
808 26 0,883 0,845
988 28 0,780 0,840

2000 30 0,853 0,821
2474 38 0,835 0,856
2505 28 0,901 0,840
2609 30 0,804 0,857
3155 28 0,561 0,827
3686 33 0,739 0,860

Em que: A= numero de alelos por locus;, Ho= Heterozigosidade observada; He= Heterozigosidade esperada.

O ntimero de alelos por populacdo variou de 45 alelos a 163 alelos com um total
de 295 alelos descritos nos 10 loci de microssatélites analisados das 3 populagdes. Foi
obtido um niimero médio de alelos por locos de 10,96, € o maior numero médio de alelos
foi observado na populacdo do Para-Popl (Figura 8, tabela 9). O nimero médio de alelos
por locus (A) e niimero efetivo de alelos por locus (Ac) variou de 4,5 a 16,30; 4,17 a 12,07,

para Colombia e Para, respectivamente.
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Figura 7. Frequéncia de alelos por locus nas populagdes analisadas. Legenda: Popl= Para, Pop 2= Baixada
Maranhense ¢ Pop3= Colombia.

Tabela 9. Descricio da diversidade genética e indice de Shannon para trés populagdes de
Kinosternon scorpioides

Populagao N K A Ae I Ho He

Para 19 163 16,30 12,075 2,614 0,888 0,913
Baixada-MA 48 121 12,10 7,071 2,134 0,775 0,857
Colombia 3 45 4,500 4,170 1,462 0,767 0,758

Em que: n= tamanho amostral; k= numero total de alelos nos locos; A=niimero médio de alelos por locus;
Ae=numero efetivo de alelos por locus; Ho= Heterozigosidade observada; He= Heterozigosidade esperada; /=
Indice de Shannon.

Em relacdo a avaliacdo da diversidade genética, a heterozigosidade observada
(Ho) e indice de Shannon foram maiores na populagdo do Par4 e menores para os individuos
da Colombia (Tabela 9). Os valores da Ho para as populagdes brasileiras esteve abaixo dos
valores da He, enquanto na populagdo da Colombia estes indices foram proéximos. O indice
de Shanon apresentou-se com valores altos em todas as populagcdes. E o indice de
diversidade genética por locus € apresentado na tabela 10, apresentando valores altos de

diversidade para as populagdes estudadas.
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Tabela 10. Diversidade genética por locus entre as populagdes de Kinosternon scorpioides

Populacdes
Locus POP1 POP2 POP3
197 0,967 0,863 1,000
765 0,929 0,863 1,000
808 0,959 0,874 1,000
988 0,948 0,842 1,000
2000 0,925 0,851 0,917
2474 0,966 0,858 1,000
2505 0,936 0,886 1,000
2609 0,949 0,881 1,000
3155 0,932 0,876 0,917
3686 0,967 0,887 1,000

Legenda: Popl= Pard, Pop 2= Baixada Maranhense e Pop3= Colombia;

Em relacdo a distribuicdo da diversidade genética entre as populagdes por meio
do indice de diferenciag¢do genética (Fy), observou-se uma média de 0,095 de diferenciacao
entre as populagdes estudadas. Na avali¢do para cada locu, a maior diferenciacao foi
registrada no locus 2000, com um Fy= 0,115 e o locus que apresentou menor diferenciagdo
foi 0 3686 (Fst=0,078) (Tabela 11). O coeficiente médio de endogamia (F;s) foi baixo para

todas as populagdes, sendo negativo para alguns locus.

Tabela 11 . Estatistica F calculada para cada locus individualmente e para todos os loci em conjunto

Locus Fis Fit Fst Nm
P197 -0,076 0,032 0,101 2,237
P765 0,004 0,101 0,098 2,303
P80S -0,045 0,048 0,089 2,551
P9S8 0,071 0,162 0,098 2,311
P2000 -0,039 0,080 0,115 1,933
P2474 0,025 0,101 0,078 2,939
P2505 -0,073 0,039 0,104 2,145
P2609 0,061 0,141 0,085 2,686
P3155 0,321 0,390 0,101 2,217
P3686 0,140 0,208 0,079 2,929
Media 0,039 0,130 0,095 2,425

Legenda: Coeficiente de endogamia (FIS), Indice de Fixagio Global (FIT), Indice de Fixagio (FST), Fluxo
Génico estimado (Nm) como Nm=0,25(1 — FST)/FST
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Tabela 12. Estatistica F (Fj;) calculada para cada locus nas populagdes de Kinosternon scorpioides

Locus Popl Pop2 Pop3 Total (para todas as amostras
P197 -0,0345 0,1506 0,0000 0,0944
P765 -0,769 0,0383 0,3333 0,0389
P808 0,0315 0,1752 0,0000 0,1322
P9S8 0,0957 0,0308 0,3333 0,0675
P2000 -0,0813 -0,0481 0,2727 -0,0416
P2474 -0,0348 0,0239 0,3333 0,0213
P2505 0,1781 -0,0545 0,0000 -0,0000
P2609 0,1222 -0,0359 0,3333 0,0269
P3155 0,2426 0,6448 0,2727 0,5173
P3686 0,1875 0,1362 0,3333 0,1583
TODOS 0,063 0,107 0,220

Legenda: Pop1= Para, Pop 2= Baixada Maranhense e Pop3= Colombia;

Os resultados da estatistica realizada para todos os pares das populacdes (Tabela 13)
revelaram indices altos de Fy e Ry na comparacao entre Para e Baixada Maranhense, ¢ de

Rst na comparagdo entre Colombia e Baixada Maranhense.

Tabela 13. Eestatistica F, entre pares de popula¢des de Kinosternon scorpioides, Sao Luis,2019

POPULACAO Rgr1/ Fgr
POP1 POP2 POP3
POP1 - - -
POP2 0,8713 - -
0,0903 - -
POP3 0,4553 0,7331 -
0,0369 0,0409 -

Legenda: Pop 1= Par4, Pop 2= Baixada Maranhense e Pop3= Colombia; Indice de Fixagio (Fsr)
e Coeficiente Ry Programa Genepop version 4.2

E a AMOVA revelou que na andlise com trés populagdes de K.
scorpioides, a maior porcentagem de variacdo, 91,60%, foi encontrada dentro das
populagdes. A diversidade genética entre elas correspondeu a apenas 8,3% da variancia total

observada (Tabela 14).
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Tabela 14: AMOVA realizada para as de populacdes de Kinosternon scorpioides, Sao Luis,2019

Fonte de GL Soma dos Variancia % da Variancia Valor de P
Variac¢ao Quadrados Total
Entre 8,3993 30,426 0,4075 8,3993 <0,001
populagdes
Dentro das 91,6006 533,640 4,4446 91,6006 <0,001
populagdes
Totais 100 564,066 4,8521 100
Fst= 0,0839 P <0,001

4 DISCUSSAO

A avaliacdo morfologica das populacdes de Kinosternon scorpioides revelou que
apesar das pequenas variagdes no formato e colora¢do da carapaga e plastrdo, evidenciadas
principalmente entre os individuos brasileiros e colombianos, todos pertencem a mesma

espécie, conforme a chave de identificacdo de Rueda-Almonacid et al., 2007.

Os individuos brasileiros possuem carapaca com maior variacdo de cor do que
aqueles individuos colombianos. E em relacdo ao plastrdo essa diversidade de cor ¢ maior na
populagdo da Colombia, enquanto kinosternideos do Brasil apresentam essa estrutura
somente na cor amarela. Sendo assim, nosso estudo confirma os relatos anteriores (RUEDA-
ALMONACID et al., 2007; VOGT, 2008; BERRY e IVERSON, 2011), que descrevem a
coloragdo da carapaga como sendo altamente varidvel dentro e entre as populagcdes, € o
plastrdo geralmente mais claro que a carapaga, variando de amarelo a marrom. Como as
amostras sdo de regides ecologicamente parecidas, locais de vegetacdo baixa, alagadas,
proximas a linha do Equador, de baixa altitude e com temperatura média alta durante todo o
ano, acreditamos que as variacdes na coloragdo ndo estdo relacionadas as condigdes

ambientais.

A linha de conex@o entre os escudos peitorais nessa familia de quelonios ¢
considerada um item de diferenciacdo entre os géneros Kinosternon e Sternotherus. Em
nossas avaliacdes metade das populagdes possuem essa interconexao, porém reduzida,
diferente do observado em Sternotherus em que estar presente em todos os individuos e ¢

longa, de acordo com Lafleur et al.,1999. Entretanto na chave identificagdo mais recente de



83

Rueda-Almonacid et al. (2007) essa interconexao ¢ considerada como ausente em
Kinosternon scorpioides, discordando do observado em nossos individuos. Além disso, a
presenca do entalhe em formato de “V” na porcdo caudal do plastrdo, principalmente em
machos confirma a informac¢ao de Berry e Iverson (2011) que relataram que essa morfologia

esta presente apenas nas populagdes de América do Sul, sendo reduzido nas fémeas.

A morfometria geométrica realizada nas populagdes de jurard revelou diferengas
quanto a forma da carapaga e plastrao, de acordo com a area estudada. Em ambos os sexos,
revelou a separacdo em blocos: A (Pinheiro e Sdo Bento), B (Anajatuba), C (Belém) e D
(Colombia). Sendo percebida uma a aproximagdo entre espécimes brasileiros e consequente
separacao dos individuos andinos, assim como uma diferenciacao interna (Brasil), separando

populagdes dentro do Estado do Maranhao e entre Estados (Maranhdo e Belém).

Este mesmo cendrio apresentado pela morfometria geométrica de separacdo das
amostras por area ¢ compartilhado pelos resultados genéticos. O marcador mitocondrial foi
capaz de demonstrar a relacdo filogenética entre o Kinosternon scorpioides brasileiro e
colombiano, assim como a relagdo com outras espécies do género Kinosternon e da familia
Kinosternidae. Para as nossas amostras evidenciamos percentuais de transi¢des superiores as
transversoes, semelhante ao observado para outros queldonios (NARO-MACIEL et al., 2010;
REID et al., 2011; SPINKS et al., 2014). E a média encontrada de distincia interespecifica,
divergéncia entre espécies do mesmo género, demonstrou altas taxas evolutivas do mtDNA,
estruturadas e antigas, conforme verificado por Reid et al., (2011) para diversos quelonios,

incluindo o género Kinosternon.

A andlise sobre todas as amostras da Baixada Maranhense revela uma separacao dos
demais individuos, formando um bloco separado, com distancia genética variando de 1 a
2% entre as espécies brasileiras. Para esta regido, os municipios que estdo proximos
geograficamente (Pinheiro e S3o Bento) (43km distdncia) ndo apresentam diferencas
morfométricas, mantém o mesmo padrao de coloracdo e formato, e geneticamente estdo
proximos entre si, compartilhando o mesmo haplotipo (H1), conforme evidenciado na rede
de haplotipos. Essas duas areas amostradas compartilham a mesma rede fluvial, a Bacia
Hidrografica Litoral Ocidental (NUGEO, 2016), possibilitando uma comunicagdo entre os
campos inundaveis, no momento das cheias dos rios. Além disso, nesta regido ocorre

comeércio e criagdes ilegais da espécie, pois a mesma ¢ consumida como prato exdtico, uma
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iguaria local (DELDUQUE, 2000; PEREIRA et al., 2007), e essa proximidade favorece esta
situacdo e permite a “transloca¢do” de individuos, levando a fluxo génico entre as
populagdes. Sites et al., 1999 e Bock et al., (2001), indicaram que a distancia geografica

pode influenciar na variabilidade genética em populagdes de P. expansa e P. unifilis.

Entretanto, as amostras de Anajatuba apesar de fazerem parte também do bioma da
Baixada Maranhense, apresentaram caracteristicas morfoldgicas peculiares (iinica populacao
com carapaca na coloragdo verde oliva e formato mais oval) e geneticamente organizaram-se
em ramo diferente, possuindo a maior variedade haplotipica € um haploétipo exclusivo dessa
populagdo. Acreditamos que além da distancia geogréafica (mais de 200km de distancia dos
outros municipios da Baixada), uma barreira hidrografica pode ter influenciado nas
pequenas variagdes observadas, pois pertence a outra bacia hidrografica, a do rio Mearim,
situando-se na margem oposta a este rio. Variagdes morfologicas na carapaca da
Hydromedusa tectifera foram também observadas por Clavijo-Baquet et al. (2010), e eles
relataram que a diferenca anatomica pode ter sido resultado da redu¢do do fluxo genético

entre as populagdes em virtude de estarem em bacias hidrograficas distintas.

O cenario apresentado em relacdo aos individuos do Pard demonstra sinais de
variagdo morfologica em relacdo a Baixada Maranhense. A morfometria geométrica revelou
que os quelonios sdo mais robustos, com carapacga e plastrdo mais largos. E geneticamente,
apesar de existir um compartilhamento de hapldtipos, o mtDNA apresentou um grupamento
distinto e de origem diferente dos maranhenses. E os dados obtidos a partir dos
microssatélites revelaram altos indices de Fy e Ry na comparagdo entre Pard e Baixada
Maranhense, demonstrando também divergéncia entre os estados. Segundo Wright (1978), o
Fsr expressa a proporcao de variabilidade genética entre populagdes, e valores de FST iguais
ou inferior a 0,05 indicam pequena estruturagdo populacional, o que ndo foi observado em
nossos achados. O coeficiente Ry respondeu melhor em nossas avaliagdes, confirmando o
seu proposito, utilizagdo especifica com dados gerados a partir de marcadores

microssatélites (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013).

E em relagdo ao coeficiente médio de endogamia (Fjs) e Fit foi registrado baixos
valores para todas as populagdes, sendo negativo para alguns locus. Estes valores indicaram
que ndo estd havendo endocruzamento significativo dentro das populagdes e conforme foi

descrito por Keller e Waller (2002),0s processos adaptativos das espécies podem sofrer



85

algum impacto quando ocorre continua endogamia. Além disso, o nimero de migrantes
(Nm) médio foi inferior a quatro, indicando pouco compartilhamento de alelos entre as
populagdes, e seguindo o proposto por Kimura e Maruyama (1971), pode-se considerar que

as localidades sdo diferenciadas entre si.

O Para possui a maior diversidade de haplotipos (mtDNA), e alguns sdo
compartilhados por outros estados, Amazonas e Tocantins além do Maranhao. E em relagdo
aos microssatélites, apresentou os maiores quantidades de alelos e maiores indices de
diversidade genética (heterozigosidade observada e indice de Shannon), sendo portanto a

mais estruturada das populacdes avaliadas.

Acreditamos que a diversidade encontrada entre o Pard e Baixada-MA seja resultado
também da barreira hidrografica, sendo representada aqui pelo Rio Gurupi que separa os
Estados, e por uma drenagem fluvial diferente, a Bacia Hidrografica Tocantins-Araguaia.
Pois considerando que o K. scorpioides ¢ um quelonio semiaquatico que habita locais de
baixa correnteza (BERLANT e STAYTON, 2017) como lagos tempordrios, campos
alagados, bancos de rios e lagoas costeiras (Rueda-Almonacid et al., 2007; Ferrara et al.,
2017), os grandes corpos d’agua, rios caudalosos € com grande correnteza como o Rio
Gurupi pode dificultar ou impedir a dispersdo dos individuo de um local para outro e

consequente fluxo génico entre populagdes.

Para demais localidades que formaram juntos o ramo brasileiro, Tocantins, Mato
Grosso, Amazonas e Ilha de Curupu-MA nao foi possivel fazer inferéncia morfoldgica dos
espécimes, no entanto, a breve andlise a partir do marcador mitocondrial demonstrou a
relacdo entre as amostras. Percebeu-se a interligacdo e a maior proximidade (indice Fst
baixo) desses dois primeiros Estados com o Pard, uma relagdo do Tocantins/Para também
com Ilha de Curupu-MA, assim como um compartilhamento de haplotipos do Amazonas
com Para. Essa ligacdo de todas as amostras brasileiras com o Pard pode ser um indicativo
da dispersdo da espécie a partir dessa regido, sendo assim € necessario que novos esforgos

sejam feitos para investigar melhor essa relagao e compreender a filogeografia da espécie.

As diferengas morfologicas percebidas nos individuos andinos quando comparamos
com os brasileiros foram marcadas pelo alargamento no sentido caudal dos espécimes, um

perfil anatdmico peculiar, explicitado pelas maiores distancias de Mahalanobis e Procrutes
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encontrada nas analises de morfometria geométrica. Apesar da chave de identificacao
considerar todos pertencentes a mesma espécie, as amostras da colombia possuem um
haplotipo exclusivo e unico, o marcador mtDNA separando-os em um ramo diferente dos
demais Kinosternon scorpioides brasileiros (com aproximadamente 90% bootstrap e
distancia média de 3%), conforme visualizado também pela rede de haplétipos,

demonstrando existir uma boa divergéncia genética entre estas populacdes.

Segundo a probabilidade padrao determinada por Herbet et al., (2003), o limite para
identificacdo de uma mesma espécie ¢ de no maximo de 2% para vertebrados, enquanto
individuos de espécie diferentes devem ter uma distancia entre eles superior a 2%. E
também analisaram a distancias partir do cddigo de barras, agora dentro do reino Animalia e
obtiveram divergé€ncias interespecificas superior a 2% na maioria das relagdes e
normalmente bem baixas dentro de uma mesma espécie animal. Para quelonios, esta
avaliacdo de divergéncias a partir do COl/ mtDNA foi realizada por Naro-Maciel et al.
(2010) em tartarugas marinhas e obtiveram percentuais de distancia intraespecifica muito
baixas, inferiores as 1%. Reid et al., 2011 também observaram em uma variedade de
queldnios (pleurodira e cryptodira) divergéncias intraespecificas baixas, em média de 1,3%,
entretanto os autores relataram que em 15 das 69 espécies avaliadas ocorreram valores
acima dos 2% esperado para o DNA barcode, o que poderia ser um indicativo de espécies
com alto grau de estruturagdo genética, obscuras e possivelmente serem resultado de uma
hibridagdo introgressiva. E para a tartaruga de dgua doce Terrapene spp, Martin et al. (2013)
observaram que a maioria dos individuos, alguns considerados como subespécies,

apresentaram divergéncias acima de 2%, sugerindo que se tratava de espécies diferentes.

E em relacdo ao observado para esta populagdo sobre os dados de microssatélites, o
coeficiente Rst foi alto em comparacdo com Baixada-MA, indicando diversidade genética.
Entretanto, observou-se menor quantidade de alelos e um indice de endogamia mais alto em

relacdo as demais populagdes, o que pode estar relacionado a nlimero amostral.

A grande distancia geografica possivelmente ¢ um elemento que levou a
modificagdes/plasticidade fenotipica, ja que o distanciamento pode levar a uma restri¢ao na
comunicagdo entre as populagdes. A darea amostrada da Colombia (Caribe colombiano)
encontra-se fora do limite amazonico (ROCA e PEREZ V., 2006), do outro lado da

Cordilheira dos Andes, levando-nos a inferir que mudancas de paisagem
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(vegetacdo/alimentacdo), assim como o isolamento geografico podem ter contribuido para as
variagdes encontradas. Os Andes surgiram a 65 milhdes de anos e mudou toda a
configuracdo fluvial (inversdo da drenagem dos rios, em direcdo ao Oceano Atlantico e ndo
mais para o Oceano Pacifico) (CARVALHO e ALMEIDA, 2016), tornando-se uma grande
barreira geografica. Apesar da auséncia de dados concretos sobre a dispersao dos juraras e
sabendo que estes individuos sdo tipicamente amazonicos, a ocorréncia na regido oeste da
montanha, leva-nos a cré numa possivel distribuicdo anterior ao soerguimento da
cordilheira, levando a um isolamento desses quelonios e formagdo de uma subpopulagao

diferente dos individuos amazonicos.

Alguns autores ja mencionaram que o isolamento geografico bem como alteragdes na
paisagem interfere na genética e consequentemente sobre o fendtipo das espécies. Naro-
Maciel et al. (2010) verificaram a partir do COI uma separagdo norte-sul das tartarugas
marinhas, apoiando a tese de que as mesmas se aglomeravam na regido equatoriais na época
glacial e que tenham realizado uma dispersdo recente (10.000 — 18.000 anos) quando
ocorreu o aumento da temperatura. E Serb et al. (2001), utilizando regido controladora do
mtDNA, indicaram uma dispersao do Kinosternon flavescens e posterior isolamento de

populagdes no meio-oeste a partir das mudancas climaticas durante o Pleistoceno.

Quando realizamos uma analise de proximidade filogenética com as amostras obtidas
no Genbank, percebemos os animais do clado Brasil/Colombia ¢ um grupo irmado do
Kinosternon integrum. Esta relacdo de proximidade foi relatada por Iverson (1991),
entretanto o mesmo utilizou apenas caracteristicas morfologicas. Neste mesmo trabalho
também foram relacionados ao K. scorpioides as espécies, K.alamosae, K.oaxacae,
K.acutum, K.creaseri, e K.leucostomum, todavia nos verificamos que as espécies k. acutum
e K. creaseri formam um clado independente. Iverson et al., 2013, estudaram a familia
Kinosternidae e descreveram trés clados independentes, propondo um novo género
(Cryptochelys) a partir de dados genes nucleares e mitocondrial. Para eles a espécie
Kinosternon scorpioides formam um ramo especifico e também mantém a relacdo de
monofiletismo com espécie K. integrum, que de forma semelhante também foi apresentado

por Spinks et al., 2014.

A organizacdo das espécies K. hirtipes e K. chimalhuaca em um ramo separado e

mais proximo aos escorpioides do que ramo K. duragoense e arizonense também foi



88

observado por Iverson et al. (2013). E que de forma semelhante foi descrito por Spinks et al.
(2014), os quais indicaram dois clados principais, um que inclui as espécies K. arizonense e
K. duragoense, K. bauri, K. subrubrum e K. flavence, e um outro com o K. scorpioides e
espécies proximas (K. chimalhuaca, K. hirtipes, K. acuntum e K. creaseri) conforme
observado também nesta pesquisa. Sendo assim, percebemos que a filogenia apresentada
para o jurara esta de acordo com os trabalhos anteriores, entretanto, os individuos brasileiros
e colombianos organizam-se em ramos distintos, de origem comum aos K. scorpioides do

Panama e Honduras.

5 CONCLUSOES

Os dados obtidos neste trabalho demonstraram que a espécie Kinosternon
scorpioides brasileira apresenta estruturagdo genética profunda em relagdo os espécimes da
América Central, no entanto ¢ clara a diversidade genética dentro das populagdes brasileira,
especialmente entre Pard e Maranhdo. Os padrdes morfologicos observados, da mesma
forma indicam diferenciagdo geografica para as populacdes. Possivelmente barreiras
geomorfologicas/hidrograficas tenham levado as diferenciagcdes genéticas dos animais e

originaram estas subpopulagdes destes quelonios.
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CONSIDERACOES FINAIS

1. Os espécimes amostrados pertencem a espécie Kinosternon scorpioides, ¢ considerando
a s caracteristicas fenotipicas e a regido geografica de estudo, acreditamos que se trata da

subespécie K. s. scorpioides;

2. A utiliza¢do da ferramenta morfometria geométrica foi um meio eficaz para avaliacao
morfoldgica das estruturas externas dos quelonios, permitindo inferéncias sobre o formato
intra e interpopulagdes. O seu emprego no estudo da espécie K. scorpioides é inovador,
sendo de baixo custo, de facil execu¢do e poderd ser um outro veiculo rotineiro para

aquisi¢ao de dados morfologicos;

3. Os resultados da morfometria geométrica indicaram que o dimorfismo sexual estd
presente na espécie, conforme ja mencionado anteriormente pela literatura, utilizando apenas
avaliagdes da morfometria tradicional (dados biométricos lineares). As variagdes de formato
existem entre populacdes de diferentes regides geograficas, aquelas que proximas entre si,
tendem a compartilhar o mesmo padrao morfoldgico. E para nossa espécie, em virtude do
abaulamento do casco, a regido ventral (plastrdo) revelou ser a regido indicada para

avaliagdes morfométricas;

4. O marcador molecular mtDNA/ COI foi eficiente na avaliagdes genéticas para espécie,
permitindo verificar as relacdes filogenéticas com as demais espécie da familia. As
sequéncias obtidas para as populacdes brasileiras ndo existiam, sendo, portanto dados
inéditos e que serdo depositados no Brazilian Barcode of Life para contribuir a preservacao

da espécie e auxiliar em novas pesquisas;

5. O desenvolvimento dos primers especificos para espécie foi um marco para comunidade
cientifica, permitindo uma melhor avaliacdo da genética de populacdes. E os resultados
gerados pelos microssatélites revelaram uma razoavel diversidade genética entre as

populagdes brasileira e, entre o Brasil e Colombia;
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6. Apoiado pelos resultados morfologicos e genéticos acreditamos que o0s animais
brasileiros sdo populagdes diferenciadas dos individuos da Colombia, e dos espécimes de K.

scorpioides (Panamé e Honduras) depositados no Genbank;

7. E possivel que a ampla distribui¢io geografica da espécie, barreiras geoldgicas ou
hidrograficas sejam os principais responsaveis pela diversidade genética entre as
subpopulagdes. Desta forma, sugerimos que novos estudos sejam realizados, com ampliagao
da area amostral, a fim de refinar o conhecimento e consequentemente obter informagdes

valiosas a serem utilizadas em programas de conservagao do jurara.
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Figura 1. Biometria dos Kinosternon scorpioides. A- comprimento de carapaga; B-
comprimento de plastrdo; C- largura de carapaca; D- largura de plastrao; E- altura.

Figura 2. Dimorfismo sexual de Kinosternon scorpioides. Em A- fémea e B- macho.
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Tabela 01: Dados biométricos das amostras de Kinosternon scorpioides.

99

N° SEXO  CC* LC CP LP ALTURA  PESO LOCALIDADE
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (€9)

1 F 12,99 8,78 12,19 6,71 5,01 380 Anajatuba
3 F 13,42 8,84 12,49 6,72 5,13 320 Anajatuba
4 F 12,92 8,40 11,94 6,30 4,75 300 Anajatuba
5 F 13,39 8,71 12,06 7,38 4,57 300 Anajatuba
6 F 11,82 8,02 11,01 5,94 422 220 Anajatuba
7 F 12,73 8,76 12,01 6,24 4,95 320 Anajatuba
9 F 11,51 7,59 10,51 7,50 421 200 Anajatuba
10 F 12,72 8,40 11,46 6,24 4,85 240 Anajatuba
11 F 12,35 8,21 11,40 6,54 425 240 Anajatuba
13 F 12,59 8,37 11,92 6,24 4,84 250 Anajatuba
14 F 12,84 8,71 11,96 5,92 422 250 Anajatuba
16 F 13,29 8,80 12,39 7,61 4,52 280 Anajatuba
17 F 12,34 7,39 12,02 6,54 4,75 240 Anajatuba
18 F 13,10 8,69 6,52 11,90 435 282 Anajatuba
19 F 13,39 8,87 6,00 12,19 491 289 Anajatuba
20 F 13,39 8,77 6,83 12,62 4,71 300 Anajatuba
21 F 13,39 8,64 6,65 11,32 4,36 253 Anajatuba
22 F 12,52 8,76 6,55 12,17 4,88 302 Anajatuba
23 F 13,61 9,05 6,16 12,27 3,08 305 Anajatuba
24 F 13,44 8,44 6,04 11,77 4,67 270 Anajatuba
25 F 12,98 8,97 6,01 12,08 4,77 320 Anajatuba
26 F 13,70 7,73 5,30 10,17 424 203 Anajatuba
27 F 10,90 8,56 6,56 11,46 4,52 264 Anajatuba
28 F 13,55 9,09 10,16 7,16 4,96 370 Anajatuba
29 F 13,24 8,55 12,27 6,60 5,08 280 Anajatuba
30 F 15,10 10,25 13,94 7,60 6,16 450 Anajatuba
31 F 12,62 8,83 11,34 6,79 4,76 250 Anajatuba
32 F 13,54 8,69 12,36 6,40 4,45 320 Anajatuba
33 F 12,89 8,97 11,64 6,48 4,02 250 Anajatuba
35 F 13,66 9,01 12,97 7,14 4,84 360 Anajatuba
38 F 13,40 8,71 12,32 8,65 4,65 320 Anajatuba
40 F 13,22 9,12 11,92 6,86 421 320 Anajatuba
41 F 13,08 8,98 12,68 8,99 4,68 400 Anajatuba
43 F 13,24 8,92 12,12 7,54 4,17 340 Anajatuba
44 F 13,11 8,87 12,14 7,81 4,55 320 Anajatuba
46 F 13,03 8,05 12,15 6,94 4,56 320 Anajatuba
47 F 14,31 9,35 13,05 6,46 5,28 420 Anajatuba
48 F 14,59 9,49 13,64 8,85 5,25 410 Anajatuba
50 F 14,24 9,50 13,03 6,62 5,56 400 Anajatuba
51 F 14,24 9,11 13,04 7,14 521 350 Pinheiro
52 F 13,45 9,13 12,14 6,68 4,86 320 Pinheiro
54 F 13,70 9,32 13,14 9,19 5,28 300 Pinheiro
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55
56
57
59
60
61
62
64
65
66
67
68
70
71
72
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75
76
77
79
82
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93
94
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12,98
12,98
13,06
12,98
13,55
11,47
13,47
15,34
13,05
11,92
13,57
13,30
11,63
12,65
12,61
12,54
13,55
14,38
14,39
13,70
12,30
12,80
12,30
11,60
10,90
10,10
13,10
13,90
15,50
12,50
13,50
15,00
14,20
14,50
14,50
13,40
14,92
14,21
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13,87
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16,21
13,03
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135
138
139
140
141
142
145
146
147
148
149
150
152
154
156
159
162
163
164
165
166
167
169
171
172
173
175
176
177

-t Tt Tt ="T="T="T="T=""T="T==="T="T™=™="=""™M™"="™"="™ ™™™

1

12,02
13,47
12,48
11,69
11,67
12,37
12,50
11,62
12,43
11,38
12,48
12,20
13,20
13,20
14,70
13,10
14,50
14,60
12,80
13,50
13,10
13,50
15
16,7
13,8
15,9
15,2
15,9
13,5
15
13,7
14,6
14,3
15,9
15,9
14,7
16,5
14
15,7

8,04
9,41
8,78
8,18
7,83
8,15
8,43
8,44
8,56
8,18
8,77
9,00
9,00
8,60
9,70
9,50
9,60
9,20
9,70
9,10
9,50
8,90
73
74
8,6
10,5
10,4
9,8
10
8,9
9,6
9.8
9,6
11
10,4
10,3
10,3
10,2
11

11,42
12,11
11,72
10,70
10,60
11,42
11,82
11,43
11,53
10,93
11,82
11,90
12,30
12,50
13,60
12,50
13,40
13,80
12,20
12,70
12,50
12,90
10,6
8,5
10,1
14,3
14,9
14,7
12,9
12,8
13,6
13
13,5
13,9
13,5
14,4
15,3
13,4
14,3

5,70
6,77
6,78
6,19
6,40
6,18
6,46
6,73
6,60
5,89
6,66
6,70
7,10
6,80
7,60
7,10
7,30
7,60
7,50
7,00
7,10
7,50
7,2
72
5,1
73
7.9
7,6
7.9
7
74
7.8
73
8,1
72
8,2
8,5
7,5
8,7

3,90
4,88
4,70
4,58
4,42
4,77
4,98
4,37
4,66
4,77
4,57
5,40
5,10
5,10
5,60
5,20
5,40
6,30
5,00
5,10
5,20
5,90
5,5
5,6

5,6
5,5
5,4
4,9
53
5,2
4,5
5,4
53
5,2
4,7
5,7
54
5,5

251,80
374,67
306
254
238
295
330
286
333
302
319
320
355
315
455
360
475
435
355
360
365
400
460
500
300
480
480
450
380
360
360
380
450
560
490
490
560
420
520

Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Sao Bento
Belém
Belém
Belém
Belém
Belém
Belém
Belém
Belém
Belém
Belém
Belém
Belém
Belém
Belém
Belém
Belém
Belém

*CC: comprimento carapaga; LC: largura de carapaga;
CP: comprimento de plastrdo; LP: largura de plastrdo;
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COLOMBIA

BELEM

ANAJATUBA

PINHEIRO

SAOBENTO

Figura 3. Variagdes de coloracdo da carapaca de Kinosternon scorpioides de diferentes populagdes.
Colombia, Para, Anajatuba, Pinheiro, Sao Bento.
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COLOMBIA

BELEM

ANAJATUBA

PINHEIRO

SAOBENTO

~

Figura 4. Variagdes de coloragdo de plastrdo de Kinosternon scorpioides de
diferentes populagdes. Colombia, Pard, Anajatuba, Pinheiro, Sdo Bento.
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inguinal

Figura 5. Morfologia e localizagdo das placas dérmicas de Kinosternon
scorpioides. Setas: as elevagdes do casco- carinas e asteriscos: dobradicas.
Fonte: Autor, modificado de Rueda-Almonacid et al., 2007).



105

e g A LI
- S .

P

LEGENDA: 24 landmarks —>1-regido caudal ao escudo nucal; 2- interse¢do anterior direita
entre o primeiro escudo vertebral e primeiro escudo costal direito; 3- intersecdo posterior entre o
primeiro escudo vertebral, primeiro escudo costal e segundo escudo vertebral direito; 4-
interse¢do entre segundo escudo vertebral e entre o primeiro e segundo escudo costal direito; 5-
intersecdo entre segundo e terceiro escudo vertebral, e segundo escudo costal direito; 6-
interse¢do entre terceiro escudo vertebral e entre o segundo e terceiro escudo costal direito; 7-
intersegdo entre terceiro e quarto escudo vertebral e terceiro escudo costal direito; 8- interse¢do
entre terceiro e quarto escudo costal direito e quarto escudopleural ; 9- interse¢do entre quarto e
quinto escudo vertebral e quarto escudo costal direito; 10- intersecdo esquerda entre quarto e
quinto escudo vertebral e quarto escudo costal esquerdo; 11- intersecdo esquerda entre quarto e
terceiro escudo costal e quarto escudo vertebral;12- intersecdo esquerda entre terceiro e quarto
escudo vertebral e terceiro escudo costal esquerdo; 13- intersecdo esquerda entre segundo
terceiro escudo costal e terceiro escudo vertebral, 14- intersecdo esquerda entre terceiro
segundo escudo vertebral e segundo escudo costal; 15- intersecdo esquerda entre primeiro
segundo escudo costal e segundo escudo vertebral; 16- intersecdo esquerda entre primeiro
segundo escudo vertebral e primeiro costal esquerdo; 17- intersecdo anterior esquerda entre
primeiro escudo vertebral e primeiro escudo costal esquerdo; 18- intersecdo esquerda entre
primeiro e segundo escudo costal; 19- intersecdo esquerda segundo e terceiro escudo costal; 20-
interse¢do esquerda entre terceiro e quarto escudo costal; 21- ponto extremo caudal do ultimo
escudo vertebral; 22- intersecdo direita entre terceiro e quarto escudo costal; 23- intersegdo
direita entre segundo e terceiro escudo costal; 24- intersecdo direita entre primeiro e segundo
escudo costal; Fonte: autor, 2017.

©C o o o o o

Figura 6. Identifica¢do dos landmarks na carapaga Kinosternon scorpioides.



LEGENDA: Landmarks: 21 marcos: 1- regido cranial ao escudo gular; 2- interse¢do anterior
direita entre o gular e umeral; 3- intersecdo posterior entre o escudo umeral e peitoral direitos; 4-
intersecdo entre escudo peitoral e abdominal direito; 5- interse¢do entre escudo abdominal e
ponte; 6- intersecdo entre escudo abdominal direito e escudo femoral; 7- interse¢@o entre escudo
femoral e anal direito;8- intersecdo entre escudos anais;9- interse¢do entre escudo anal e femoral
esquerdos; 10- intersecdo entre escudo abdominal e escudo femoral esquerdos; 11- intersegdo
entre escudo abdominal e ponte esquerda; 12- interse¢do entre escudo peitoral e abdominal
esquerdos; 13-intersegdo posterior entre o escudo umeral e peitoral esquerdos; 14- intersegdo
anterior esquerda entre o gular e umeral; 15- intersecdo entre regido caudal do escudo gular com
umeral; 16- intersecdo entre regido caudal do escudo umeral com escudos peitorais; 17-
interse¢do entre regido caudal do escudo peitoral com escudos abdominais; 18- intersecao entre
regido caudal do escudo abdominal e escudos femorais; 19- intersecdo entre regido caudal do
escudo femorais com escudos anais; 20- regido mediana entre 7 ¢ 8; 21- regido mediana entre 8 e
9. Fonte: autor, 2017.

Figura 7. Identificacdo dos landmarks no plastrao de Kinosternon scorpioides.
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Tabela 2. Sequéncias externas originadas do Genbank do gene mitocondrial Citocromo
Oxidadese subunidade 1-CO1 utilizadas no alinhamento das amostras no Programa MEGA

6.06

IDENTIFICACAO ID GENBANK

1 Kinosternon alamosae:México HQ329708.1
2 Kinosternon angustipons: Panama HQ329709.1
3 Kinosternon chimalhuaca: México HQ329711.1
4 Kinosternon creaseri: México HQ329712.1
5 Kinosternon dunni:Coldémbia HQ329713.1
6 Kinosternon hirtipes:Mexico HQ329716.1
7 Kinosternon integrum: México HQ329717.1
8 Kinosternon subrubrum KC750821.1
9 Kinosternon acutum: Guatemala HQ329707.1
10 Kinosternon durangoense: México HQ329714.1
11 Kinosternon leucostomum: Honduras MH274191

12 Kinosternon leucostomum MH140215

13 Kinosternon flavescens: EUA MH274188.1
14 Kinosternon integrum: México HQ329715.1
15 Kinosternon arizonense: EUA HQ329710.1
16 Kinosternon scorpioides: Panamad MH140218.1
17 Kinosternon scorpioides: Honduras MH274192.1
18 Sternotherus odoratus: EUA MH274688.1
19 Sternotherus carinatus KU986153.1
20 Terrapene carolina KC181202.1
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Tabela 3. Descricdo das amostras de Kinosternon scorpioides utilizadas na avaliagao
genética/ mt DNA; Sao Luis-MA, 2019

PAIS ESTADO  MUNICIPIO AMOSTRAS* INSTITUICAO/
/Povoados CONTATO

CMRKS 186
CMRKS 205
CMRKS 206
CMRKS 208
CMRKS 210
CMRKS 07
CMRKS 08 UEMA/ E. Chaves,
Sao Bento CMRKS 76 Almerinda M. Medeiros,
CMRKS 77 Nathalia R. Aragao

Pinheiro

Maranhao
CMRKS 213

CMRKS 214
Anajatuba CMRKS 215
CMRKS 216
CMRKS 217
CMRKS 74

CMRKS 75 UFMA-
Raposa QUEAMAR/Mayara S.

Monteles

CMRKS 231
NATURATINS-Araguaina/

T. B. Lima.

Brasil Tocantins Araguaina

Mato Grosso CMRKS 229

CMRKS 84 Centro de Estudos dos
Amazonas Manaus CMRKS 85 Queldnios da Amazonia -
CEQUA

CMRKS 259

CMRKS 260

CMRKS 261

CMRKS 264

CMRKS 265

CMRKS 266 . .
Pard Belém CMRKS 267 Museu Emilio Goeldl e

CMRKS 271 Bosque Rodrigues

CMRKS 276

CMRKS 278

CMRKS 279

CMRKS 281

CMRKS 282

CMRKS 252

CMRKS 253

CMRKS 254 Universidade de Los Andes
CMRKS 255 /Natalia Galego
CMRKS 256

Colombia

Total de

amostras 39




Tabela 4. indice de Distancia Média entre os grupos para o gene COI /mtDNA. Sio Luis-MA, 2019. Programa MEGA
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GRUPOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1 Baixada-MA

2 Amazonas 0,01

3 Mato Grosso 0,01 0,02

4 Tocantins 0,01 0,01 0,00

5 Para 0,02 0,01 0,02 0,02

6 Colombia 0,03 0,03 0,03 0,02 0,03

7 Ilha Curupu-MA 0,01 0,01 0,00 0,00 0,02 0,03

8 K._acutum 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,13 0,13

9 K._alamosae 0,06 0,06 0,06 0,06 0,07 0,06 0,06 0,12

10 K._angustipons 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,08 0,11

11 K._arizonense 0,07 0,07 0,08 0,07 0,08 0,07 0,07 0,12 0,08 0,09

12 K._chimalhuaca 0,06 0,05 0,06 0,06 0,05 0,05 0,06 0,11 0,07 0,10 0,08

13 K._creaseri 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,13 0,13 0,00 0,12 0,08 0,12 0,11

14 K._dunni 0,10 0,09 0,10 0,10 0,10 0,09 0,10 0,08 0,10 0,03 0,09 0,10 0,08

15 K._duragoense 0,06 0,06 0,08 0,06 0,07 0,06 0,06 0,12 0,07 0,09 0,05 0,07 0,12 0,08

16  K._flavescens 0,07 0,07 0,08 0,07 0,08 0,07 0,07 0,13 0,06 0,10 0,07 0,08 0,13 0,11 0,05

17 K._hirtipes 0,05 0,05 0,06 0,05 0,05 0,05 0,05 0,12 0,06 0,10 0,07 0,04 0,12 0,10 0,06 0,07

18  K._integrum 0,04 0,04 0,04 0,04 0,05 0,04 0,04 0,12 0,06 0,10 0,07 0,06 0,12 0,09 0,06 0,07 0,05

19 K._leucostomum 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,11 0,10 0,09 0,10 0,07 0,10 0,10 0,09 0,08 0,09 0,10 0,11 0,10

20 K. scorpioides 0,04 0,04 0,04 0,04 0,05 0,04 0,04 0,12 0,07 0,09 0,07 0,06 0,12 0,09 0,06 0,08 0,06 0,05 0,11

21 K._subrubrum 0,09 0,08 0,09 0,09 0,08 0,09 0,09 0,11 0,08 0,09 0,08 0,08 0,11 0,09 0,07 0,08 0,08 0,09 0,11 0,09

22 K._odoratus 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,12 0,12 0,10 0,11 0,11 0,11 0,12 0,11 0,10 0,11 0,11 0,12 0,11 0,12 0,10

23 K._carinatus 0,09 0,09 0,08 0,09 0,09 0,10 0,09 0,10 0,09 0,09 0,11 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,11 0,10 0,09 0,06

24 Terrapene 0,20 0,19 0,20 0,20 0,19 0,20 0,20 0,21 0,20 0,18 0,19 0,20 0,21 0,18 0,19 0,20 0,21 0,19 0,19 0,19 0,22 0,20 0,20
carolina

*Programa Mega 6.06; Método: Kimura 2- parameter model; Missing data Treatment: Pairwise deletio
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Tabela S. Descricao dos haplotipos observados na rede de haplotipos gerada
pelo Network; Sao Luis-MA, 2019

DNAsp Network
Haplotipos Identificacio H:il.; lt(ililopsos Identificacio
H1 CMRKS 07 CMRKS 07
CMRKS 08 CMRKS 08
CMRKS 186 CMRKS 186
CMRKS 215 CMRKS 215
CMRKS 217 CMRKS 217
H3 CMRKS 74 H3 CMRKS 74
CMRKS 75 CMRKS 75
H4 CMRKS 84 H4 CMRKS 84
CMRKS 213
CMRKS 259
CMRKS 260
CMRKS 261
CMRKS 265
H5 CMRKS 213 H5 CMRKS 266
CMRKS 267
CMRKS 276
CMRKS 278
CMRKS 282
H6 CMRKS 216 Ho6 CMRKS 216
CMRKS 252 CMRKS 252
CMRKS 253 CMRKS 253
H7 CMRKS 254 H7 CMRKS 254
CMRKS 255 CMRKS 255
CMRKS 256 CMRKS 256
H8 CMRKS 229 H8 CMRKS 229
HO CMRKS 231
CMRKS 281
CMRKS 259
CMRKS 260 Ho
CMRKS 265 CMRKS 231
H10 CMRKS 266 CMRKS 281
CMRKS 267
CMRKS 276
CMRKS 278
H11 CMRKS 261
H12 CMRKS 264 H12
CMRKS 264
H13 CMRKS 271 CMRKS 271
H14 CMRKS 282
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Tabela 6. Alelos privados por populagdo e sua frequéncia relativa para cada locus analisado.

POPULACOES
LOCUS FREQ
POP1 FREQ POP2 FREQ POP3
P197 128 0,031 216 0,156 176 0,250
132 0,031 220 0,056 188 0,250
136 0,031 224 0,233
140 0,031 232 0,178
144 0,063 236 0,111
148 0,063 240 0,089
152 0,063 248 0,078
156 0,094
160 0,094
164 0,063
178 0,031
180 0,094
182 0,031
184 0,031
194 0,031
198 0,031
P765 160 0,063 226 0,043 174 0,167
168 0,063 234 0,213 194 0,167
172 0,125 242 0,138 198 0,167
176 0,125 250 0,096 202 0,167
178 0,063 254 0,021
192 0,063 258 0,032
196 0,188 262 0,021
200 0,188 270 0,011
274 0,011
278 0,011
P808 146 0,036 262 0,012 280 0,250
150 0,071 274 0,151
154 0,036 286 0,163
166 0,036 290 0,163
170 0,036 294 0,093
186 0,036 310 0,023
190 0,036
214 0,143
218 0,107
226 0,107
230 0,036
242 0,036
246 0,071
250 0,036

254 0,071




P988 138 0,036 262 0,066 236 0,333
150 0,071 266 0,053 240 0,167
158 0,071 274 0,132 256 0,167
162 0,214 282 0,171
170 0,036 286 0,118
174 0,036 290 0,026
186 0,036
198 0,071
202 0,036
206 0,036
210 0,071
218 0,036
226 0,036
230 0,071
234 0,036
238 0,036
246 0,071

P2000 130 0,028 254 0,014 212 0,167
134 0,028 258 0,068 220 0,333
138 0,056 262 0,230 228 0,167
142 0,083 268 0,014
146 0,028 270 0,176
150 0,028 274 0,176
162 0,028 278 0,081
182 0,028 282 0,054
190 0,222 286 0,014
198 0,056
202 0,083
206 0,028
214 0,056
218 0,028
222 0,083
226 0,111
234 0,028

P2474 62 0,026 194 0,012 180 0,167
74 0,026 202 0,291 184 0,167
94 0,026 214 0,070
98 0,026 218 0,058
102 0,026 222 0,047
114 0,026 226 0,012
122 0,079 230 0,035
126 0,079 234 0,047
130 0,026 238 0,023
134 0,026 242 0,012
138 0,026 246 0,023
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142 0,053 254 0,012
146 0,105
150 0,053
154 0,053
158 0,026
162 0,026
166 0,079
170 0,026
174 0,053
P2505 70 0,192 174 0,033 138 0,250
82 0,038 178 0,011 148 0,250
90 0,115 182 0,120
102 0,038 186 0,141
106 0,115 190 0,120
110 0,077 194 0,163
122 0,038 198 0,174
126 0,115 202 0,098
130 0,038 206 0,065
134 0,038 210 0,043
142 0,038 214 0,011
222 0,011
230 0,011
P2609 74 0,028 202 0,022 156 0,167
86 0,111 222 0,152
90 0,028 226 0,207
102 0,028 230 0,130
110 0,028 234 0,152
138 0,028 238 0,098
146 0,083 242 0,033
150 0,083 246 0,043
154 0,111 250 0,022
182 0,056 254 0,011
190 0,083 258 0,011
194 0,028
P3155 150 0,059 218 0,111 204 0,333
158 0,059 238 0,111 208 0,167
162 0,088 242 0,022 244 0,167
170 0,118 250 0,022
178 0,147 254 0,011
182 0,176 258 0,011
190 0,029 262 0,011
198 0,059 274 0,044
320 0,088 282 0,011
348 0,059 290 0,011
294 0,011
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P3686 62
68
86
90
94
98
102
106
110
114
118
122
126
130
134

0,071
0,036
0,036
0,036
0,071
0,036
0,071
0,071
0,071
0,036
0,036
0,071
0,107
0,143
0,036

168
170
172
174
178
182
186
190
198
202
206
210
222

0,021
0,043
0,011
0,021
0,085
0,053
0,064
0,181
0,085
0,064
0,064
0,064
0,011

142
154

0,167
0,167

Legenda: Popl= Para, Pop 2= Baixada Maranhense ¢ Pop3= Colombia;
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Wizard® Genomic DNA Purification Kit
INSTRUCTIONS FOR LISE OF PRODUCTS A1120, A1123, A1125 AND A1620.
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Qi

Isolation of Genomic DNA from Whole Blood

Lysis Protein DNA
Sample Solution Precipitation Rehydration
Size Cell Muclei  Solution  Isopropanol  Solution
300p 900p! 300l 100ul 300l 100pl
imi 3ml imi 330ul mi 150!
3mi Gml 3mi iml 3ml 250
10mil 30ml 10ml 3.3mi 10ml 800yl

As litthe as 20yl can be processed with this system. Please see Technical Manual #TMOS0, Section 3.C.

Red Blood Cell Lysis

1. Using volumes from the table above, combine the appropriate volumes of
Cell Lysis Solution and blood. Mix by inversion.

2. Incubate for 10 minutes at room temperature.

3. Centrifuge:
<300p! sample  13,000-16,000 = g*; 20 seconds
1-10ml sample 2,000 = g; 10 minutes

4. Discard supernatant. Vortex pellet.

Muclei Lysis and Protein Precipitation
5. Using volumes from the table above, add Nuclei Lysis Solution and mix by
inversion.
6. Add Protein Precipitation Solution; vortex for 20 seconds.
7. Cenfrifuge:

=300ul sample  13,000=16,000 = g*; 3 minutes
1-10ml sample 2,000 = g; 10 minutes

DNA Precipitation and Rehydration

8. Transfer supernatant 1o a new lube contaning isopropanol (using volumes
from table above). Mix.

9. Centrifuge:

=300l sample  13,000-16,000 = g% 1 minute
1-10ml sample 2,000 = g; 1 minute

10. Discard supernatant. Add 70% ethanol (same volume as isopropanal).
11. Centrifuge as in Step 9.
12. Aspirate the ethanol and air-dry the pellet (1015 minutes).

13. Rehydrate the DNA in the appropriate volume of DNA Rehydration Solution for
1 hour at 65°C or overnight at 4°C.

"Maximum speed on & microcentrifuge.

Additional protocol information is available in Technical Manual #TMOS0,
available online at: www.promega.com

ORDERING /TECHNICAL INFORMATION:
www promega.com « Phone 608-274-4330 or 800-356-0526 = Fax 60E-277-2601

£1955-2010 Promega Corporation. ANl Rights Reserved.

Blood

e B = gy s gt

Add Cell Lysis
Solution. Incubate.

Centrifuge.

Discard supernatanit.
Vortex pellet. Add
Mueclei Lysis Solution.
Mix. Add Protein
Precipitation Solution.

Centrifuge.

Transfer suparnatant
fo new tube containing
isopropanol.

Centrifuge.

Digcard supernatant.
Add ethanol.

Centrifuge.

Agpirate ethanal.
Air-dry pellet.
Rehydrate DMA.

ZRTEMATY _BA
e

o
Promega

Frinted in USA. Revised 10010
Part #FBz2

Figura 1. Protocolo de extragdo de Dna utilizado nas amostras de K. scorpioides.



Ministério do Meic Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 47635-4 | Data da Emissao: 28/04/2016 23:27 Data para Revalidagao*: 28/05/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: ALANA LISLEA DE SOUSA CPF:

Titulo do Projeto: CARACTERIZAGAQ FENOTIPICA E GENOTIPICA DO JURARA (KINOSTERNON SCORPIOIDES) DE REGIOES BRASILEIRAS

Nome da Instituigdo : UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO CNPJ: 06.352.421/0001-68

Cronograma de atividades

# Descricdo da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | Coleta das amostras e questionario com pescadores 03/2015 04/2015
2 | Realizagdo de palestras educativas; Processamento das amosiras 04/2015 05/2015
3 | Processamento das amosiras; agbes de manejo e conservagao 05/2015 06/2015
4 | Realizagao de palestras e questionarios;criagao de material didatico 06/2015 07/2015
5 | Coletas das amostras e processamento; agdes de manejo e conservagéo 07/2015 08/2015
6 | Realizagao de palestras e questionarios; criagao de material didatico 08/2015 09/2015
7 | Processamento das amosiras; A¢coes de manejo e conservacao 09/2015 10/2015
8 | Realizagdo de palestras e questionarios; Processamento das amostras 10/2015 11/2015
9 | Processamento das amosiras; AcSes de manejo e conservacao 11/2015 12/2015
10 | Coleta das amostras e processamento das amostras 12/2015 01/2016
11 | Realizagao de palestras e questionarios; Processamento das amostras 01/2016 02/2016
12 | Coleta das amostras; AcGes de manejo e conservacao 02/2016 03/2016
13 | Realizacao de palestras; Processamento das amostras; 03/2016 04/2016
14 | Processamento das amosiras; Agoes de manejo e conservagao 04/2016 05/2016
15 | Realizagao de palesiras;Processamento das amostras de DNA 05/2016 06/2016
16 | Acoes de manejo e conservacgao; Processamento das amostras 06/2016 07/2016
17 | Realizagao de palestras;Processamento das amostras 07/2016 08/2016
18 | Coleta das amostras; acoes de manejo e conservagao; 08/2016 09/2016
19 | Realizagao de palestras;Processamento das amostras 09/2016 10/2016
20 | Coleta das amostras; agoes de manejo e conservagao; 10/2016 11/2016
21 | Processamento das amosiras 11/2016 12/2016
22 | Agoes de manejo e conservagao: resultados parciais 12/2016 01/2017
23 | Analise dos resultados; 01/2017 02/2017
24 | Andlise dos resultados finais; Apresentacao de relatorio 02/2017 03/2017

Observacgdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estio sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizacdo NAQ exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, plblica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgao gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizac&o fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrugao Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 |especifica esta Autorizag&o, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material biologico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenga para importagao ou exportagdo de flora e fauna - CITES e nio CITES).

O titular de licenga ou autorizagéo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 |ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagtes do grupo taxondmico de interesse em condigao in situ.

O titular de autorizacao ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequagao,
6 | omissao ou falsa descrigco de informacdes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizacao ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislagao brasileira em vigor.

Este documento (Autorizagédo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

codon do aunticsgioscosseors Y
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Figura 2. Licenga de autorizagdo concedida pelo IBAMA para coleta de K. scorpioides.
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Processa 01300.002200/ 301 5-06 [445) - Tmbals 10/06,/ 3015

DECLARACAOD

Declaramos para devidos fins que o projeto intitulado “Deseavalvimento de marcadores nucleares
infarmativos para Kimosjernon reorploldes™ foi aprovado pela Comisslo de Fiica o Experimentagio
Animal -CEEA do Curso do Medicine Velorindria da Usma, conforme protocolo n® BE2015 aprovado

- em 271172015, para & cxccuglio da pesquisa pela equipe coondenada pelo Prof, Dr, Alena Lislea de
Soaiza (UEMA) e os membros Ligia Almeids Pereira, Elba Pereira Chaves, Maria Angelica Miglina,
Ligia Tchaidlls, Almerinda Macieira Medeiros & Lianne Polinnne F. Aradjo por atender as normas de
Bem Estsr Anlmal ds Resolugio do CFMY o 10002012 & a Lei 11.79472008,

S0 Luis, 27 de novembro de 2015

Profa. Dra. Alana Lislea de Sousa
Presidente do CEEA/XCMVYUTEMA

Cirksehe Linlvaraitiiria Paute V) - why - Tirkcal - CP, 08 - CEP, BSD65-100 - S0 LyleMA - Ferwr [0B] TM5-5181 ! Faxc (58] IM5-5082
CMP.L, BB 153400081 68 - Crisdn res teemi da Lal nf, 4400 de 3073 981

Figura 3. Autorizagio do Comité de Etica e Experimentacio Animal —CEEA para realizacio da
pesquisa com K. scorpioides.
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