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“Todas as vitorias ocultam uma abdicac¢do”

Simone de Beauvoir

“A compaixdo pelos animais esta intimamente
ligada a bondade de caracter, e pode ser
seguramente afirmado que quem € cruel com os
animais ndo pode ser um bom homem. A
compaixao por todos os seres vivos é a prova
mais firme e segura da conduta moral”

Arthur Schopenhauer
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RESUMO

Kinosternon scorpioides é um queldnio presente nas América do Sul e Central, que é
muito utilizado para o consumo, como o que ocorre na ilha de Marajé-PA, Brasil. Devido a
poucas pesquisas realizadas com esta espécie, é necessario ampliar os estudos sobre a sua
biologia, visando a conservagdo in situ e 0 manejo ex situ. Assim, o estudo sobre o
desenvolvimento embrionario em quel6nios contribui para o melhor entendimento da influéncia
da temperatura na determinacao sexual, nas condic¢des ideais para a incubagéo e na eclosao dos
ovos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar os estagios de desenvolvimento embrionario de
K. scorpioides, além de descrever a osteogénese dos membros anteriores e posteriores. As
amostras foram coletadas no criatorio cientifico de muguds do Campus experimental Ermerson
Salimos-Embrapa Amazonia Oriental. Durante o periodo de incubacédo, a cada cinco dias, foram
coletados os ovos fertilizados, a partir da desova até a eclosdo. Foram realizadas andlises
morfoldgicas, descri¢des dos estagios de desenvolvimento embrionario, verificado o volume
do corpo, coracao, figado e do tubo gastroentérico. Os estagios 10 a 12 foram classificados pela
presenca dos arcos branquiais, vesicula Optica e Otica, além de membros; 13 a 17 pelos
membros, carapaga e broto urogenital; 18 a 22 notou-se a membrana interdigital nos membros,
a formacdo da falange ungueada e pigmentacéo ao longo do corpo; e 23 a 26 pela presenca de
garras, pigmentacao densa, absorcdo do vitelo e fechamento da hérnia umbilical. As anélises
osteogénicas foram realizadas em trés animais, de cada fase de desenvolvimento. A partir do
estagio 10 e 11 foram observadas as células mesenquimais. Estas foram vistas condensadas no
estagio 14, sugerindo a presenca do primeiro centro de condrogénese do imero e do fémur. No
estagio 15 foram observados: ulna, radio, tibia e fibula. No estagio 16 estavam presentes 0s
0SS0S carpais/tarsais e metacarpais/metatarsais. No estagio 17 foram observadas as falanges.
No estdgio 18 foram vistos todos os moldes de cartilagem que compdem 0s 0ssos da mao e do
pé. No estagio 20 foi notada ossificacdo a partir da diafase do umero e do fémur, que seguiu
para 0s metacarpais e metatarsais no estagio 22. No 23 os 0ssos longos dos membros ja
apresentavam ossificacdo, que se estendeu até a eclosdo. Os resultados contribuem para o
melhor entendimento dos aspectos ontogénicos desta espécie, auxiliando as boas préticas de
manejo ex situ durante a incubacéo, e servem de base para os estudos filogenéticos entre esses
grupos, alem de facilitar a compreensdo dos efeitos climaticos e ambientais na temperatura
pivotal e diferenciacdo sexual de embrides durante desenvolvimento embrionario de quelénios.

Palavras-chave: Embriologia, morfometria, ontogenia, osteogénese, Kinosternidae.
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ABSTRACT

Kinosternon scorpioides is a chelonium from South and Central America, which is
widely used as food, such as occurs on the island of Marajo-PA, Brazil. Due to the few research
done with this species, it is necessary to expand the studies on its biology, aiming its in situ
conservation and ex situ management. Thus, the study on embryo development in chelonians
contributes to a better understanding of the influence of temperature on sexual determination
and in the ideal conditions for incubation and egg hatching. The objective of this work was to
characterize the stages of embryonic development of K. scorpioides and, in addition, to describe
the osteogenesis of the anterior and posterior limbs. The samples were collected in the scientific
nursery of the experimental Campus Ermerson Salimos-Embrapa Amazonia Oriental. During
the incubation period, every five days, the fertilized eggs were collected, from spawning to
hatching. Morphological analyzes and descriptions of the stages of embryonic development,
body volume, heart, liver and gastroenteric tube were performed. Stages 10 to 12 were classified
by the presence of the gill arches, optic vesicle and otic, in addition to limbs; 13 to 17 by limb
morphology, carapace and urogenital protuberance; 18 to 22 the interdigital membrane in the
limbs was noted, the formation of the phalangeal ungulate and pigmentation along the body;
and 23 to 26 by the presence of claws, dense pigmentation, absorption of the calf and closure
of the umbilical hernia. Osteogenic analyzes were carried out on three animals at each stage of
development. From stage 10 and 11 the mesenchymal cells were observed. These were
condensed in stage 14, suggesting the presence of the first center of chondrogenesis of the
humerus and femur. In stage 15, ulna, radius, tibia and fibula were observed. In stage 16, the
carpal / tarsal and metacarpal / metatarsal bones were present. In stage 17, the phalanges were
observed. In stage 18 all the cartilage molds that make up the bones of the hand and foot. In
stage 20 ossification was noted from the diaphase of the humerus and femur, which followed
to the metacarpal and metatarsals in stage 22. In stage 23, the long bones of the limbs already
showed ossification, which extends until the hatching. The results contribute to a better
understanding of the ontogenic aspects of this species, helping in good ex situ management
practices during incubation procedures, and maybe used as a basis for phylogenetic studies
among these groups, as well as facilitating the understanding of climatic and environmental
effects in the pivotal temperature and sexual differentiation of embryos during the embryonic
development of chelonians.

Key words: Embryology, morphometry, ontogeny, osteogenesis, Kinosternidae.
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1- INTRODUCAO GERAL

Os queldnios estdo entre os taxons mais ameacados de extin¢do, entre 0s organismos que
compdem o ecossistema amazonico (FAGUNDES, 2015). Devido a diversos fatores como a
demanda elevada para o consumo (CRISTO et al., 2017), pelas populagdes amazonicas desde
antes a chegada dos europeus, tida como um aspecto da cultura local (REBELO e PEZZUTI,
2000; JUNIOR et al., 2016; MATEUS e HIGUCHI, 2018), e a descaracterizacdo de seus
habitats (FEARNSIDE, 2003).

Além disso, existem algumas caracteristicas bioldgicas desse grupo, as quais favorecem
a sua extingdo, tais como: crescimento lento, maturidade sexual tardia, periodo de vida longo,
e consequentemente, as taxas baixas de substituicao de individuos na natureza (SILVA, 2011).
Um dos impactos atuais para as populacdes de quelénios é o aumento da temperatura global, a
qual podera alterar toda a razao sexual destes animais (FERREIRA JUNIOR, 2009). Sabe-se
gue a maioria dos queldnios ndo apresentam cromossomos sexuais, € possuem a determinacgéo
sexual dependente de temperatura (TSD) (VALENZUELA, 2008). Okada et al. (2011)
mostraram que existe uma intensa variacdo na razdo sexual de tartarugas japonesas, ligadas a
temperatura em areas de nidificagdo. Esse mesmo efeito foi relatado para as tartarugas
amazonicas do género Podocnemis, onde se notou que as caracteristicas do meio de nidificacao

alteram drasticamente a viabilidade e a razéo sexual dos ovos (CARNEIRO, 2012).

A ordem Testudines é formada aproximadamente por 300 espécies, e estas apresentam
em sua maioria um status de conservacdo preocupante (TORRE-LORANCA, 2004). Esses
animais fornecem proteina para as populag¢des humanas que vivem em locais mais distantes dos
grandes centros urbanos (CASTRO, 2006; CRISTO et al., 2017; SILVA, 2011). Na regido
amazonica os queldnios mais explorados sdo: tartaruga-da-Amazénia (Podocnemis expansa),
tracaja (Podocnemis unifilis) e mugud (Kinosternon scorpioides) (FAGUNDES, 2015). Onde
K. scorpioides é uma das espécies menos conhecidas e, provavelmente, uma das mais
ameacadas (BERRY e IVERSON, 2011). No arquipélago do Marajé (Para, Brasil) sdo
intensamente consumidas e comercializadas, e possivelmente, devido a isso, as populagdes de
vida livre vém diminuindo (CRISTO et al., 2017). Além disso, ndo existem estudos que
comprovem o tamanho populacional desta espécie nesta regido, e nem as taxas de renovacao

desses estoques.

Rebelo e Pezzuti (2000) afirmaram que s&o necessarias mais as discussdes acerca de como

mitigar a destruicdo dos estoques e manusear as populagdes naturais de quel6nios, e a falta de
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informacBes confidveis gera duvida sobre a sua eficacia. Desta forma, é necessario o
desenvolvimento de projetos de manejo de quelbnios, que favorecam o seu consumo nas
comunidades rurais e que combatam a exploracdo ilegal (TORRE-LORANCA, 2004). Segundo
MATEUS e HIGUCHI (2018) um projeto de conservagdo do tracajd (P. unifilis), em
comunidades do Amazonas gerou uma aprendizagem social, autonomia nas comunidades e
controle sobre 0 manejo, transmitidos ao longo de anos de projeto, onde esses ensinamentos

continuaram sendo seguidos, ap0s a auséncia do programa.

Por outro lado, MILLER et al. (2004) afirmaram que h& um esforco para fortalecer a
criacdo conservacionista em cativeiro devido a sua grande importancia, pois além de facilitar a
realizacdo de pesquisas, promove a educacdo ambiental. Além disso, 0s animais nascidos em
cativeiro podem ser destinados a reintroducdo, em areas com taxas populacionais baixas, ou
onde foram extintos (BALMFORD et al., 1995; WAZA, 2005).

Sob esta perspectiva, existem algumas a¢des conservacionistas que realizam o manejo de
populacdes de quelbnios, visando preservar o seu habitat, integrando as comunidades de areas
vizinhas, e gerando renda alternativa para as mesmas (FERRI, 2002). Assim, a utilizacdo de
espécies como 0 mucua serviria tanto para a alimentacdo, quanto na complementacao de renda,
para a pequena producéo familiar ou comunitaria, e na criacdo comercial legalizada (CASTRO,
2006; CRISTO et al., 2017). Este animal possui grande aptiddo zootécnica, como por exemplo,
a capacidade de se reproduzir bem em cativeiro, e responder aos insumos para o crescimento e
ganho de peso (COSTA et al., 2017). Todavia, sdo necessarios mais estudos que visem melhorar

a sua eficiéncia em termos de manejo reprodutivo.

Neste cenario, o estudo do desenvolvimento embrionario de K. scorpioides, interessa
tanto a0 manejo in situ, como ao ex situ, contribuindo para o melhor entendimento sobre a
influéncia da temperatura na determinacéo sexual, nas condicGes ideais para a incubacgéo e na
eclosdo dos ovos. Assim, compreender as questdes basicas envolvidas nesses processos €
fundamental para evitar o surgimento de anomalias ou morte embrionaria, ligadas as
enfermidades (DOS SANTOS MENDONGCA et al., 2016; LAINSON e SHAW, 1971), questdes
genéticas (VELO-ANTON et al., 2011), e aos distdrbios ambientais (OKADA et al., 2011).
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1.1-  Kinosternon scorpioides (Chelonia: Kinosternidae)

A familia Kinosternidae, pertencente a subordem Cryptodira (que apresenta retragdo
do pescoco para dentro do casco, em forma de S). Possuem cerca de quatro géneros, sendo um
deles Kinosternon, com cerca de 19 espécies, entre as quais esta K. scorpioides. Esta por sua
vez, é formada por quatro subespécies: K. scorpioides scorpioides (LINNAEUS, 1766),
presente no territdrio brasileiro, e as demais ocorrendo entre os paises da América Latina: K.

scorpioides abaxillare, K. scorpioides albogulare e K. scorpioides cruentatum.

K. scorpioides scorpioides, conhecido como mugud ou jurara (Figura 1), apresenta
distribuicéo geografica por grande parte do continente Americano. Ocorre no México, América
Central e do Sul, com excecdo do Chile e Uruguai (CABRERA e COLANTONIO, 1997,
MACIP-RIOS et al., 2009; COSTA et al.,, 2010; BERRY e IVERSON, 2011; FORERO-
MEDINA e CASTANO-MORA, 2011). No Brasil pode ser encontrado nas regides norte e
nordeste, e nos Estados de Mato Grosso, Goias e Minas Gerais (SANTOS et al., 2008; BERRYe
IVERSON, 2011).

Figura 1: Espécime adulto de K. scorpioides. Fonte: Brenda Braga em 19/10/2017.

A espécie é de facil identificacdo, por apresentar trés quilhas longitudinais na
carapaca estreita, a cabeca é um pouco larga, com o queixo forte e arqueado. O plastréo largo é
ligado a carapaca através de pontes, onde existem lobos articulados por uma area central como
uma mola (BERRY e IVERSON, 2011). A carapaca ovalada é formada por cinco escudos
vertebrais, quatro costais direitos, quatro costais esquerdos, um nucal, 11 marginais direitos e
11 marginais esquerdos (CABRERA e COLANTONIO, 1997).
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Quando adulto atinge entre 9,2 a 27,0 cm de comprimento da carapaga (BERRY e
IVERSON, 2011). As populacgdes de vida livre adultas possuem em grande parte, comprimento
de carapaca entre 110 a 140 mm, com poucos individuos apresentando tamanho superior a 140
mm ou inferior a 110 mm (FORERO-MEDINA et al., 2007) e segundo Viana et al. (2014), o

tamanho dos animais de vida livre é semelhante a animais adultos criados em cativeiro.

De acordo com Berry e lverson (2011), a carapaga apresenta coloracdo variando do
marrom ao verde oliva, a cabeca pode ser marrom, cinza ou preta, com manchas creme,
vermelho, amarelo, laranja e rosa. As patas e cauda séo cobertas por uma pele de cor cinza. Na
ponta da cauda, observa-se um apéndice cérneo como o de um escorpido, 0 que deu origem ao

epiteto especifico da espécie.

Esses animais sdo, predominantemente, carnivoros quando juvenis, tornando-se
carnivoros oportunistas na idade adulta (CLARK e GIBBONS, 1969; HART, 1983; MOREIRA
e LOUREIRO, 1992; TERAN et al., 1995). Em vida livre, se alimentam de peixes, girinos,
anfibios, insetos e algas, e essa dieta pode variar em fungdo do sexo e da idade do individuo
(BERRY e IVERSON, 2011). Apresentam maior peso corporal no periodo chuvoso (VIANA
et al., 2014) e o comportamento € diurno e noturno, sendo mais ativos a noite. Na natureza sdo
cacados por canideos, felinos e aves de rapina, e 0s seus ovos sdo predados por lagartos e
mamiferos (FORERO-MEDINA e CASTANO-MORA, 2011).

K. scorpioides apresenta dimorfismo sexual (Figura 2 A), sendo que as fémeas
adultas sdo maiores de que os machos (MARQUES, 1995). Costa et al. (2017) afirmam que
apesar do peso ser maior em fémeas, 0s machos possuem tamanho retilineo de carapaca maior.
Estes possuem plastrdo concavo e a cauda maior e mais grossa, enquanto que as fémeas
apresentam o plastrdo plano e a cauda mais curta (CARVALHO et al., 2010). A maturidade
sexual nos machos, em vida livre, ocorre entre quatro a sete anos, e nas fémeas entre cinco a
oito anos (MAHMOUD, 1967). Em cativeiro os machos formam haréns (RODRIGUES et al.,
2014). Acasalamentos (Figura 2 B) no Maraj6-Paré ocorre nos meses mais chuvosos (janeiro a
junho) (COSTA et al., 2017), e a cOpula ocorre na 4gua, podendo o cortejo do macho se iniciar
em areas rasas (CASTRO, 2006).0 periodo de desova se estende de marco a agosto na regido
norte e sudeste do Brasil, sendo 0os meses de junho a julho os que apresentam maior quantidade
de posturas, caracterizando uma reproducdo sazonal (VIANA et al., 2013; VIANA, 2016;
COSTA, 2017).
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..\’ Y AR .
Figura 2: A) Dimorfismo sexual de K. scorpioides, onde 0s machos (esquerda)
possuem o plastrdo concavo e a cauda é mais robusta (circulo), e nas das fémeas (direita) é
plano e a cauda é menor. B) Acasalamento de K. scorpioides. Fonte: Brenda Braga

(28/08/2018).

A ovipostura é feita na terra, em buracos cavados com as patas traseiras (Figura 3).
Iverson (2010) relata que as fémeas de K. scorpioides cruentatum, podem ter anualmente até
cinco posturas, contendo de um a quatro ovos. Os ovos sao elipsoides, apresentam em média
de 34,5 mm de comprimento e 18 mm de largura, e peso de 7,90 g (COSTA et al., 2017). A
casca é rompida com uma estrutura localizada abaixo das narinas, chamada de ovorruptor ou
cartncula (ROCHA e MOLINA, 1990). A incubac&o artificial pode durar até 266 dias (ROCHA
e MOLINA, 1990), porém esse periodo € muito variado. Castro (2006) afirma que a incubacao
pode ocorrer entre 111 a 164 dias; ja Vogt (2008) afirma que em média sdo 176 dias; e Costa
et al. (2017) afirmam que acontece em média de 129,3 + 19,6 dias, 0 que estaria ligado as
condigdes ambientais do cativeiro. O tamanho dos filhotes em cativeiro, segundo Castro (2006)
é em média 3,1 cm de comprimento da carapaca, com peso médio de 6,5 g. Ja Costa et al. (2017)

observaram filhotes em média com 2,6 cm de carapaca, pesando 2,8 g.
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Figura 3: Fémea de K. scorpioides em postura. Fonte: Brenda Braga (29/07/2017).

1.2-  Embriologia de quel6nios

Em estudos morfoldgicos é fundamental ter referéncias sistematizadas para se verificar as
caracteristicas de desenvolvimento de um embrido, o que geralmente é feito através em um
organismo modelo. No entanto, existem as heterocronias (SMITH, 1997; VELHAGEN, 1997),
que sdo vistas quando embrides de diferentes espécies sdo comparados entre si, que seriam
determinadas mudangas no tempo da origem dos caracteres, durante o desenvolvimento
(HAECKEL, 1896). Dificultando o uso de um sistema de estadiamento entre duas espécies,
como resultado, o uso de organismos modelo tem sido questionado (JENNER e WILLS, 2007),

e novas tabelas estdo sendo elaboradas para muitas espécies de um mesmo grupo.

Estudos sobre a embriologia de répteis, principalmente em queldnios, tém focado na
elaboracdo e padronizacdo de tabelas que especifiquem caracteres morfologicos durante o
desenvolvimento embrionario, sob determinacdo condicbes de temperatura e umidade
(YNTEMA, 1968, PACKARD et al.,1977; MILLER, 1985). O desenvolvimento de queldnios
foi padronizado por Yntema (1968), utilizando embrides de Chelydra serpentina, no qual foram
determinados 27 estagios de desenvolvimento, variando desde a gastrula, o surgimento e a
diferenciacdo dos membros, e até a eclosdo. Este autor definiu dois periodos principais: um
antes da postura e o outro ap6s a mesma. O primeiro periodo termina com o embrido em
gastrula, com o canal cordomesodermal aberto. A fase de p6s-postura, segundo periodo, pode
ser subdividida em trés: inicial (estagios: 0 ao 3); dos somitos (estagios: 4 ao 10); e o dos
membros (estagios: 11 ao 26).
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A partir destes estudos, outros pesquisadores publicaram trabalhos com tabelas de
desenvolvimento embrionario para diversas espécies de quel6nios, como em Carettochelys
insculpta (BEGGS et al., 2000), para Trachemys scripta (GREENBAUM, 2002), para Apalone
spinifera (GREENBAUM e CARR, 2002) e para a espécie Chrysemys picta (CORDERO e
JANZEN, 2014). Wernerbug (2009), propds um sistema de padronizacdo de estagios de
desenvolvimento que poderad facilitar as andlises sistematicas e filogenéticas, acerca do
desenvolvimento de diversos seres vivos, por meio de um banco de dados online. E
recentemente, foi proposta para tartarugas marinhas uma chave dicotdmica de identificacdo que
vise facilitar a identificacdo dos estagios de desenvolvimento (MILLER et al., 2017), porém,
atualmente, ndo existe estudo que relate a embriologia de K. scorpioides, deixando uma lacuna
neste aspecto tdo importante para 0 manejo reprodutivo desses animais e para a taxonomia da

familia Kinosternidae.

Sendo assim, é de fundamental importancia o melhor entendimento da embriologia
do K. scorpioides, sobretudo das condic¢des ideais para a incubacgdo e a eclosdo dos ovos, e
assim do seu desenvolvimento e diferenciacdo sexual. Tais contribui¢Bes sdo indispensaveis
tanto para 0 manejo em cativeiro, como para a conservacdo de populacdes de vida livre, que
estdo sob impacto das mudancas climaticas. Segundo Bodmer et al., (2013), tais alteragfes, com
periodos de secas extremas e inundagdes intensas, j& estdo ocorrendo na Amazo6nia peruana, e
afetam negativamente a biodiversidade, causando elevada mortalidade em animais silvestres, e
prejuizo as populac¢Bes humanas locais, que dependem destes recursos para a sua sobrevivéncia.
Do ponto de vista embriologico, este problema ambiental afetaria diretamente a razdo sexual
dos quelbnios, uma vez que a diferenciacdo sexual depende da temperatura (OKADA et al.,
2011; CARNEIRO, 2012).
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1.2.1- Osteogénese de queldnios

Os testudines estdo entre os vertebrados mais especializados, morfologicamente,
devido a presenca de seu complexo carapaca-plastrdo (GILBERT et al., 2001; POUGH et al.
2003; HILDEBRAND e GOSLOW 2006), podendo abranger com sucesso o habitat aquatico e
terrestre. Desta forma, a estrutura anatémica de seus membros é altamente variavel, refletindo
0 ambiente e os tipos de locomocao. As tartarugas marinhas possuem 0s membros anteriores
em forma de remo, e maiores que 0s posteriores. J& 0s cagados de agua doce tém ambos
espalmados, com dedos distintos possuindo quatro ou cinco garras. Enquanto que as espécies

terrestres apresentam membros em forma de coluna com dedos indistintos.

O esqueleto desses animais € formado pelas seguintes linhagens embrionarias: 1-
células da crista neural, que formam o esqueleto craniofacial; 2- mesoderma paraxial, que
deriva o esqueleto axial; e 3- mesoderma lateral, formando os membros (OLSEN et al., 2000).
A ossificagdo comeca com a degeneracdo da matriz extracelular (ORTEGA et al., 2004). Este
processo se caracteriza pela ossificacdo endocondral, com espessamento do mesénguima, em
um modelo intermediério de cartilagem (SHUBIN e ALBERCH, 1986; BLUMER et al., 2008),
ou por ossificacdo intramembranosa por diferenciacdo direta em células 6sseas (ORTEGA et
al., 2004).

O esqueleto desses animas esta dividido em: esqueleto cranial, composto pelo 0s 0ss0s
do cranio; esqueleto axial, composto pelos 0ssos da coluna vertebral, carapaca e plastrdo; e o
esqueleto apendicular, formado pelos 0ssos das cinturas toréacica e pélvica e pelos 0ssos dos
membros anteriores e posteriores (RIEPPEL 1993; SHEIL 2003). J& a osteogénese deste grupo
apresenta variagGes entre as espécies. O tamanho e a idade sdo parametros importantes para o
padrdo de formacdo do osso. Os quel6nios da mesma idade podem estar em estagios de
desenvolvimento diferente, existindo variagdo mesmo entre animais de tamanhos iguais
(GILBERT et al., 2001; RICHARDSON et al., 2009).

O complexo mecanismo da osteogénese envolve diversos fatores como temperatura,
umidade, além de ja ter sido demonstrado que indices de poluentes elevados afetam o
desenvolvimento destes animais (BISHOP, 1994; HEWAVISENTHI e PARMENTER, 2001).
Por sua vez, este processo € pouco definido para espécies especificas, e tem sido amplamente
estudado do ponto de vista da formacdo de membros, especialmente em tetrapodos. Sendo que

esta caracteristica é importante para compreensdo das relagoes filogenéticas dentro deste grupo
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(RICHARDSON et al., 2009; WERNEBURG et al., 2009; LIMA et al., 2011;
GREGOROVICOVA et al., 2018).

O sistema locomotor apresenta grande relevancia, por ser um dos responsaveis pela
sustentacdo do corpo e o deslocamento animal, assim como esta associado a certas patologias
(CUBAS e BAPTISTOTTE, 2007). Um dos exemplos destes estudos é o de Bell et al. (2005),
que avaliaram a extensédo das deformidades em embriGes de Chelydra serpentina em ambientes

contaminados por petréleo, e o aparecimento de deficiéncias durante o desenvolvimento.

Sendo assim, este trabalho analisou o desenvolvimento morfol6gico macroscépico dos
embrides, ao longo do periodo de incubacdo, estabelecendo fases de desenvolvimento
embrionario, além de focar na analise osteogénica dos membros desta espécie, o qual devera
fornecer subsidios para as analises comparativas e anatémicas. Tais contribui¢cbes sao
importantes ferramentas para os estudos acerca do manejo reprodutivo de quelénios, e também
a respeito da conservagdo em populagdes de vida livre, pois auxiliam a compreensdo do
desenvolvimento morfofisiol6gico normal dos animais, o que poderia estar alterado sob

condic¢Bes ambientais desfavoraveis.
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2- OBJETIVO
2.1- Objetivo geral

Estudar o desenvolvimento embriondrio morfologico externo de embrifes de K.
scorpioides e a osteogénese dos seus membros, visando contribuir para 0 manejo e a

conservacao da espécie.

2.2- Objetivos especificos

a) Descrever o desenvolvimento embrionario morfoldgico externo.
b) Estabelecer os estagios de desenvolvimento embrionario da espécie.
C) Relacionar as caracteristicas macroscopicas morfoldégicas com o

desenvolvimento embrionario.
d) Descrever a anatomia dos membros da espécie.
e) Descrever o processo de condrificacdo e ossificacdo dos membros.

f) Determinar a formula falangica dos membros anteriores e posteriores.
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RESUMO

Kinosternon scorpioides € utilizado de maneira predatdria ha décadas por populagdes
tradicionais da Amaz6nia, como fonte alternativa de proteina. Este fato, associado aos
desequilibrios ambientais, como as mudancas climaticas, afeta diretamente a sobrevivéncia
desta espécie na natureza. Foram realizadas poucas pesquisas a respeito da sua biologia
reprodutiva e embriologia, e a determinacdo de estagios de desenvolvimento embrionario é
essencial para estudos de anatomia comparada e relacGes filogenéticas, além de serem
fundamentais em pesquisas experimentais a respeito da determinacao sexual destes individuos,
0 que também pode ser utilizado em estudos ecoldgicos. Com base nisso, 0 objetivo deste
trabalho foi estudar o desenvolvimento embriol6gico macroscépico de K. scorpioides. De um
a trés ovos fertilizados, para cada fase de desenvolvimento, foram coletados de amostras
provenientes de criatorio. Apos a morfometria, os embribes em estagios 9 a 12 foram
classificados pela presenca de arcos branquiais, vesicula éptica e 6tica, além dos membros
locomotores (anteriores e posteriores). Os embrides de estagios 13 a 17 foram identificados
pela pigmentagdo ocular evidente, morfologia dos membros, aparecimento da carapaca e da
protuberancia urogenital. Nos estagios 19 a 22 notou-se a presenca de digitos nas placas digitais
e a pigmentacdo ao longo do corpo. Nos estagios 23 a 26 foram determinadas a presenca dos
digitos nos membros, pigmentagdo densa no corpo, além do desaparecimento da protuberancia
urogenital e da hérnia umbilical. Os resultados contribuem para o melhor entendimento dos
aspectos ontogénicos desta espécie, auxiliando as boas praticas de manejo ex situ durante os
procedimentos de incubacdo, e servindo de base para os estudos filogenéticos entre esses
grupos, além de facilitar a compreensdo dos efeitos climaticos e ambientais na temperatura
pivotal e diferenciacdo sexual de embribes durante desenvolvimento embrionario de quel6nios.

Palavras-chave: Kinosternidae, macroscopia, embrido, morfometria, incubacao.

Artigo editado conforme InstrucGes para Autores da Revista Journal of Morphology, acessado pelo
seguinte link http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1097-4687



32

INTRODUCAO

As primeiras descri¢cGes embrionarias morfoldgicas a respeito da ordem Chelonia foram
realizadas por Rathke (1848), Agassiz (1857) e Parker (1880), e posteriormente, o
desenvolvimento embrionario de quel6nios semiaquéticos foi padronizado por Yntema (1968)
em 27 estagios (0-26), baseado em caracteres macroscopicos de Chelydra serpentina.
Mahmound et al., (1973) estabeleceu o desenvolvimento de Chrysemys picta em 23 estagios, e
Miller (1985) padronizou o de tartarugas-marinhas das familias Cheloniidae e Dermochelyidae
em 31 estagios.

Segundo Werneburg (2009) as caracteristicas espécies-especificas sdo importantes para
o0 entendimento do desenvolvimento dos animais. Entretanto, esta distin¢do entre as espécies
torna a padronizagdo dos estagios de desenvolvimento mais dificil. Deste modo, surgiram
tabelas para as diferentes espécies de queldnios (Guzma & Osma, 1990; Greenbaum & Carr,
2002; Okada et al., 2011), contudo estas tabelas ainda contém variacdes no nimero de fases de
desenvolvimento, o que pode dificultar a analise entre os taxons.

A familia Kinosternidae possui pouca informacéo sobre a embriologia das suas espécies.
O Kinosternon scorpioides ocorre na regido norte e nordeste do Brasil, nas Américas Central e
Sul, com excec¢do do Chile e Uruguai (Berry & lverson, 2011). No arquipélago do Marajo (Para,
Brasil), e em muitas regides da Amazonia brasileira, estes animais sdo intensamente cagados e
comercializados ilegalmente, o que podera levar a uma diminuicdo acentuada da populacéo
natural (Cristo et al., 2017). Assim, 0 manejo reprodutivo ex situ tem realizado esforcos que
possam contribuir para a conservagéo, e auxiliar nos planos de sustentabilidade in situ desta
espécie (Costa et al., 2017).

O estudo das caracteristicas embrioldgicas visa 0 melhor entendimento de cada etapa do
desenvolvimento deste processo reprodutivo, uma vez que a fase de incubagdo dos ovos € o
periodo mais critico no ciclo de vida dos queldnios. Além disso, a padronizacdo do
desenvolvimento embrionario auxilia no estudo da taxonomia e filogenia, visto que este
processo apresenta homologia que facilitam a compreenséo das relagdes filogenéticas, entre 0s
grupos de animais (Boughner et al., 2007). A melhoria do manejo dos ovos em quel6nios é
também a consequéncia de um bom estudo embriol6gico, visto que este serve de base para a
caracterizacdo da temperatura pivotal e a determinacdo sexual, sendo entendimentos

necessarios tanto para as praticas em cativeiro como em vida livre (Okada et al. 2011).
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Este trabalho caracteriza os estagios embrionarios de K. scorpioides a partir da
incubacdo, estabelecendo as fases de desenvolvimento do embrido, e a relacdo dos caracteres

morfoldgicos externos desta espécie com as fases de desenvolvimento.

MATERIAL E METODOS

Os ovos embrionados de K. scorpioides foram coletados entre os meses de abril a agosto,
no criatorio de pesquisa cientifica da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa
Amaz6nia Oriental) (LO 7310/2014-SEMAS-PA), localizado na Ilha de Maraj6 (Salvaterra,
Parda, Brasil, 48° 30’ e 54” de longitude W e 00° 45° ¢ 21 de latitude S). Este trabalho foi
aprovado na Comissdo de Etica de Uso de animais da Embrapa Amazonia Oriental (n°
001/2016).

Apo6s as posturas, 0s ovos eram retirados do ninho, encaminhados para higienizacdo
com agua, por fim eram transferidos para uma incubadora (Ecological Premium ®modelo IP-
R), sob uma temperatura média de 30°C e umidade de 80%, onde permaneciam em um substrato
de vermiculita umidificada. A partir do 15° dia de incubacéo até a ecloséo, e em intervalos de
cinco dias, os ovos foram abertos para fixacao e posterior afericdo das medidas morfométricas
(comprimento, largura e altura da carapaca e comprimento, largura e altura do plastrao).
Embrides a partir do estagio 18, foram eviscerados e o coracdo, figado e tubo gastroentérico
foram retirados para medicao do volume. Para isso foi utilizado o Principio de Arquimedes, que
considera o volume deslocado de agua, como um valor aproximado ao volume do 6rgéao
submergido. Essa mensuracdo foi realizada com a ajuda de agulhas hipodérmicas (contendo
0,01 de acuracia). Ao final das coletas foram obtidos 180 embrides, sendo no minimo trés

embriBes para cada fase de desenvolvimento.

Em seguida, os embrides foram fixados inteiros em solugdo Bouin, por 24 horas, e
conservados em alcool 70%. Cada fase de desenvolvimento foi registrada com a ajuda do
estereomicroscopio Leica EZ4 HD, que apresenta uma camera digital acoplada. Animais com
tamanhos maiores foram fotografados em camera digital (CANON ® EOS Rebel T5 acoplada
a um lente macro de 60mm), para a realizacdo de desenhos esquematicos. Os critérios de

identificacdo dos embrides foram adaptados dos descritos por Yntema (1968).

Os estagios de desenvolvimento foram plotados em um grafico em fungéo dos dias de
incubacdo. As medidas morfométricas (largura do olho, largura da cabe¢a, comprimento
cabeca-nddega, comprimento e largura da carapaga e plastrdo, além da altura), e volumétricas
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(volume do coracéo, figado, tubo gastroentérico e do corpo), tiveram as suas médias e desvios
padrdes dispostos na tabela. Para testar a existéncia de relacdo entre as medidas mensuradas,
foi realizada a Correlacdo de Spearman entre as variaveis morfométricas e os estagios de
desenvolvimento, e entre as medidas de volume e 0s estagios de desenvolvimento, com a ajuda
do Software Statistica 8.0®.

Posteriormente, para se determinar a equacao do crescimento dos embrides, foi realizada
a regressao linear simples, entre a altura da carapaca-plastrdo em funcdo dos estagios de
desenvolvimento dos embrifes, com a ajuda do Software Statistica 8.0®. Em seguida foram
realizadas as regressoes lineares simples, para se determinar a relagcdo entre o aumento de
volume dos 6rgdos em funcdo do volume total do corpo dos embrides. Em seguida, realizou-se
a regressdo logistica, relacionando a presenca de caracteres morfologicos e o tamanho da

carapaca dos embrides.

RESULTADOS

Foram observados estagios embrionarios K. scorpioides desde o estagio 10 até o 26, 0s
estagios iniciais (0-9) foram assumidos como semelhantes ao da C. serpentina, comuns entre
os demais taxons de quelénios (Greenbaum & Carr, 2002), por isso ndo foram apresentados
aqui. Novas caracteristicas de diagndstico e o estagio pré-eclosdo (26) foram descritos. As
fotografias e os desenhos esquematicos dos embrides estdo dispostos nas figuras de 2 a 5.
Nessas, pode-se observar o desenvolvimento embrioldgico, desde o surgimento dos olhos até a
formacgéo dos membros, descritos no Quadro 1.

Os estagios de 10 a 12 (Figura 2 A, B e C) foram determinados pela presenca dos arcos
branquiais, morfologia da vesicula dptica e de acordo com os primeiros aspectos da formacéo
dos membros, j& os estagios 13 a 14 (Figura 2 D e E), pela presenca do processo nasal e broto
cardiaco, além da placa digital dos membros, primordio do broto urogenital e borda lateral da
carapaca. De 15 a 18 (Figura 3 A, B, C e D), os estagios foram classificados pela presenca da
carapaca, costelas e plastrdo, além da formacdo das trés quilhas carapaciais, estruturas como
palpebras, cartncula e digitos tiveram seu surgimento relatados neste periodo. Os estagios 19 a
22 (Figura 4 A, B, C e D), foram elaborados pela disperséo a pigmentacdo corporal, pelo
surgimento de garras e retracdo do broto urogenital. Entre os estagios 23 a 26 (Figura 5 A, B,
C e D), os estagios de desenvolvimento foram determinados devido fechamento da cloaca,

abertura das narinas, formacdo da falange ungueal e fechamento da hérnia umbilical.
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A duragdo méaxima do periodo de incubagédo dos ovos foi de 145 dias (Figura 1), no qual
foram observados embrides completamente formados, com absorc¢éo total do saco vitelinico.
As medidas morfométricas dos embrides estdo presentes na Tabela 1 e 2, com as suas médias e
desvios, por estagio de desenvolvimento embrionario.

As correlacBes de Spearman atestaram que todas as variaveis analisadas apresentam
relacdo. Ja a regresséo do crescimento mostrou que os embrides progrediram, rapidamente, nos
estagios de 10 a 17, porem as suas maiores taxas de crescimento foram observadas a partir do
estagio 21, funcdo do crescimento foi y=13,46+8,73*x ; R?=0,90. As regressdes feitas com as
medidas volumétricas (figura 6) demonstraram que 0 coragdo cresce mais lentamente, se
comparado ao figado e ao tubo gastroentérico, este Ultimo apresentou crescimento mais
acelerado. A regressdo logistica (figura 7) mostrou que caracteres importantes para esses
embriBes surgiram apés 0,5 cm de carapaca (carapaga, mandibula, carincula), e outros a partir

de 1,5 cm (garras).

DISCUSSAO

Esta foi a primeira descri¢do do desenvolvimento embrionario de Kinosternidae, na qual
foram caracterizados os estagios de 10 até ao 26 (Figuras 2, 3, 4 e 5) do K. scorpioides (Quadro
1). Apesar de apresentar caracteristicas semelhantes ao observado por Yntema (1968) em C.
serpentina, no presente trabalho foram considerados também os caracteres especificos dos
estagios.

Os caracteres padrfes dos estdgios descritos nas tabelas de desenvolvimento
embrionario de queldnios foram eficazes na determinacdo do desenvolvimento de K.
scorpioides. Apesar disso, os trabalhos sobre o desenvolvimento embrionario de quel6nios
utilizam diferentes variacdes de temperatura, sendo a média de 30°C para L. olivacea (Crastz,
1982), P. unifilis (Guzman & Bonilla, 1990), Emydura subglobosa (Werneburg et al., 2009), e
P. expansa (Magalh&es et al., 2017); 27°C para T. scripta (Greenbaum, 2002) e C. picta
(Cordero & Janzen, 2014); e 26° para M. japonica (Okada et al., 2011). Devido a este fato, ha
uma grande dificuldade na comparacdo entre as tabelas, pois niveis diferentes de temperatura
alteram as taxas metabdlicas dos embrides, causando respostas variadas no desenvolvimento
embrionario, como diferenca entre periodos de extensdo dos estagios de desenvolvimento
(Yntema, 1979; Packard & Packard, 2000).

A identificacdo embriol6gica ocorreu a partir do estagio 15 (Quadro 1), com a formacéo

da carapaca, assim como € observado nos demais quelénios (Yntema, 1968; Crastz, 1982;
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Guzman & Bonilla, 1990; Beggs et al., 2000; Tokita & Kuratani, 2001; Greenbaum & Carr,
2002; Werneburg et al., 2009; Okada et al., 2011; Cordero & Janzen, 2014; Magalhaes et al.,
2017; Miller et al., 2017). Além disso, a identificacdo espécie-especifica aconteceu a partir do
estagio 18, com o surgimento das trés quilhas e dos escudos da carapaga. Sendo que estas duas
caracteristicas, além da pigmentacgdo corporal, sdo padrdes tipicos de Kinosternideos. Guzman
& Bonilla (1990) também observaram caracteres especificos ocorrendo em Podocnemis unifilis,
durante o periodo embriolégico. O que pode ser considerado um fenémeno importante para o
estudo taxonémico neste grupo, pois a homologia é fundamental no entendimento evolutivo
dos organismos (Billet et al., 1985).

A duracdo do periodo de incubagdo nos queldnios dulciaquicolas é mais extensa em
relacdo aos marinhos (Guzman & Bonilla, 1990), K. scorpioides apresentou um dos periodos
de incubacdo mais longos (Figura 1). Tal fato pode ser explicado pela sazonalidade ambiental,
onde o inicio das posturas desta espécie ocorre no meio do periodo chuvoso na llha de Maraj6
(que se estende de dezembro a maio) e trés meses depois se inicia a estagdo mais seca. Nos
primeiros meses deste periodo as eclosdes ocorrem em maior quantidade, e os filhotes
encontram as melhores condi¢6es para a sobrevivéncia (Cristo et al., 2017).

As caracteristicas morfologicas observadas em animais adultos, ndo puderam ser
notadas nos embrides e em filhotes recém-eclodidos de K. scorpioides, tais como: 1- presenga
da estrutura cornea na ponta da cauda; 2- carapaga de aspecto liso, com estruturas concéntricas;
3- plastrdo de cor amarela, com estruturas concéntricas e bem delineadas. Esta Gltima mostra
que as manchas escuras observadas no plastrdo sdo caracteristicas somente de filhotes. Assim
os individuos recém-eclodidos desta espécie podem apresentar padrGes morfoldgicos, na
cabeca, carapaca e plastrdo que facilitem a sua camuflagem no ambiente, como o observado em
filhotes de mamiferos Cuniculus paca por El Bizri et al. (2017), semelhante ao que foi relatado
para jacarés Melanosuchus niger (Vieira et al., 2011).

O crescimento embrionario é explicado pela linearidade, seguindo uma regressao linear
simples, a qual também foi verificada em Pelodiscus sinensis (Tokita & Kuratani, 2001) e C.
picta (Cordero & Janzen, 2014), além disso a morfometria das estruturas aferidas, demonstrou
elevada correlacdo, reduzindo a necessidade de diversas mensuragdes. O aparecimento de
caracteres morfologicos importantes, relacionados (Figura 7), por exemplo, a formacdo da
carapaca e a presenca de mandibula, surgem precocemente no desenvolvimento embrionario,

demonstra que filhotes séo totalmente independentes e bem desenvolvidos, devido a auséncia
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de cuidado parental, estratégia reprodutiva adotada por quel6nios (Molina & Gomes, 1998;
Iverson et al., 2009; Iverson, 2010; Pantoja-Lima et al., 2009; Costa et al., 2017).

Segundo Guzma & Osma (1992), nos P. unifilis as fendas faringeas, responsaveis pela
aparéncia facial externa dos embriBes sdo visualizadas no estagio 10 da mesma forma que no
K. scorpioides, estdo relacionadas ao desenvolvimento inicial dos sistemas digestorio,
respiratorio e linféide. Porém, assim como ocorre no K. scorpioides, estas estruturas
desaparecem nos estagios 12 para Apalone spinifera (Greenbam & Carr, 2002), ou no estagio
14 para a espécie Trachemys scripta (Greenbaum, 2002).

Os processos maxilar e mandibular foram descritos, na maioria das vezes, iniciando nos
estagios 10 ou 11, e se estendendo em direcdo ao processo frontal até o 17, onde ocorre a sua
formacao completa (Yntema, 1968; Crastz, 1982; Beggs et al., 2000; Tokita & Kuratani, 2001;
Greenbaum & Carr, 2002; Okada et al., 2011; Cordero & Janzen, 2014; Magalh&es et al., 2017).
No entanto, em K. scorpioides a formacdo completa dessas estruturas ocorreu mais
precocemente, no estagio 17, semelhante ao observado em Apalone spinifera (Greenbaum &
Carr, 2002).

A caruncula, ovorruptor (Molina & Gomes, 1998), foi visualizada no K. scorpioides no
estdgio 17. Assim, o aparecimento desta estrutura € bem mais tardio, se comparado ao
observado no estagio 14 em Podocnemis expansa (Magalhdes et al., 2017), no estagio 16 em
C. picta (Cordero & Janzen, 2014), e precoce quando comparado a Lepidochelis olivacea
(Crastz, 1982) e Chelonia mydas (Al-Mukhaini et al., 2010), no estagio 18. Nao estando
presente em filhotes recém-nascidos, corroborando Molina & Gomes (1998), que notaram a sua
degeneracdo em um a dois dias apos a eclosdo. As narinas foram observadas no estagio 24,
semelhante a Carettochelys insculpta, A. spinifera, T. scripta (Beggs et al., 2000; Greenbaum
& Carr, 2002; Greenbaum, 2002).

Na maioria dos quel6nios a pigmentacdo nos olhos ocorre entre os estagios 11 a 13
(Beggs et al., 1998; Cordero & Janzen, 2014; Crastz, 1982; Greenbaum, 2002; Greenbaum &
Carr, 2002; Okada et al., 2011; Tokita & Kuratani, 2001; Yntema, 1968). No entanto, em K.
scorpioides estas caracteristicas, assim como a coloracdo na cabeca, foram visualizadas um
pouco mais tarde, a partir do estagio 12 e 16, respectivamente. Sendo esta uma variacdo
intraespecifica, visto que os padrdes de pigmentacéo diferem entre as espécies. A pigmentacao
dos membros também ocorreu a partir do estagio 16, semelhante ao encontrado em embrides
de C. serpentina (Yntema, 1968).
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Os membros, a partir de seu surgimento no estagio 10, foram critérios importantes para
diferenciacdo e caracterizacdo de todos os estagios de desenvolvimento embrionario de K.
scorpioides. Além disso, essas estruturas fornecem informacGes fundamentais a respeito da
evolugdo de grupos tetrapodes (Billet et al., 1985; Sheil & Portik, 2008; Richardson et al., 2009;
Joyce et al., 2013). As garras, vistas a partir do estagio 20, foram semelhantes ao observado em
Pelodiscus sinensis (Tokita & Kuratani, 2001; Okada et al., 2011). A falange ungueal foi
visualizada na bainha de embriGes de K. scorpioides a partir do estagio 24 (Greenbaum, 2002;
Okada et al., 2011; Yntema, 1968), tardiamente, ao que ocorre em A. spinifera e T. scripta,
durante o estagio 22 (Beggs et al. 2000; Greenbaum & Carr 2002).

A formacdo da carapaga, que se iniciou a partir do estagio 14, foi semelhante ao
observado em C. serpentina (Yntema, 1968). J& o padrdo de formacéo do plastrdo assemelhou-
se ao encontrado em Mauremys japOnica, no estagio 15 (Okada et al., 2011), e T. scripta
(Greenbaum, 2002), na fase 17. Os escudos carapaciais observados no presente trabalho foram
semelhantes a M. japonica (Okada et al., 2011). J& o surgimento dos escudos plastrais a T.
scripta, M. japonica e C. picta (Greenbaum, 2002; Okada et al., 2011; Cordero & Janzen, 2014).

A papila urogenital, foi observada no estagio 14 até o 23, a partir deste estagio néo foi
mais identificada, diferente do encontrado em outras espécies de quelénios, onde esta estrutura
foi visualizada a partir do estagio 12 (Cordero & Janzen, 2014; Crastz, 1982; Greenbaum, 2002;
Okada et al., 2011). Neste contexto, para Larkins & Cohn (2015) a papila urogenital, por
apresentar diferentes variagfes morfoldgicas entre os amniotas, pode contribuir para os debates
sobre as questdes de homologias nesse grupo.

Este estudo demonstrou o desenvolvimento embrionario de K. scorpioides,
apresentando-o desde o estagio 10 até o estagio 26, sob a uma temperatura de incubacéo de
30°C, durante um periodo médio de 145 dias. Foi observado que o desenvolvimento
embrionario destes animais além de apresentar caracteres comuns aos demais queldnios, possuli
caracteristicas especificas que sdo cruciais na descri¢do dos estagios de desenvolvimento desta
espécie. Sendo assim, este conhecimento contribui para o melhor entendimento dos aspectos
ontogénicos desta espécie, auxiliando as boas praticas de manejo ex situ durante o0s
procedimentos de incuba¢do, como a pratica de ovoscopia e uso de substratos umedecidos. Por
outro lado, serve de base para pesquisas sobre as relagdes sistematicas entre os queldnios, e

também para estudos que visem determinar a temperatura pivotal e periodo termossensivel.
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Quadro 1 — Caracteristicas morfologicas e estagio de desenvolvimento embriol6gico do Kinosternon scorpioides.
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Estagio Caracteristicas craniais Membros Complexo C:ilrapaga Outr,as_

plastrao caracteristicas

10 Quatro arcos faringeos estdo presentes, as dobras Pode-se observar o broto do membro Processo caudal ja pode
neurais estdo fundidas anteriormente, e o rudimento  anterior como uma dilatagdo na lateral ser visto, porém, seu
otico é perceptivel. Além disso, a vesicula éptica do corpo. tamanho € limitado.
esta fechada.

11 O quarto arco esta complemente delimitado. Presenca do broto do membro anterior
Processo maxilar se estende em dire¢do do olho. e posterior, como abaulamentos na
Primeira fenda branquial permanece aberta. Regido regido lateral do corpo.
da pupila pode ser observada.

12 Primeiro, segundo e terceiro sulcos branquiais estdo  Os brotos dos membros séo visiveis. O A hérnia esta presente e 0
presentes. S&o vistos 4 arcos branquias. O primeiro broto do membro anterior com processo  caudal  estad
arco branquial esta compreendido entre processo comprimento semelhante a sua largura. alongado.
maxilar e o mandibular. O processo maxilar ainda
possui tamanho igual ao processo mandibular.

Primoérdio da pigmentacdo ocular pode ser notado.

13 A pigmentacdo ocular esti aparente e uma &rea O broto do membro anterior O processo caudal é
despigmentada liga a pupila (que também estd comprimento maior do que a sua bastante evidente.
despigmentada) com a regido inferior do olho. O largura (em forma de remo), orientado
primeiro arco branquial ndo é mais visivel. Processo  posteroventralmente. O broto do
nasal é aparente (ainda aberto). A vesicula 6tica estd membro posterior presente.
presente. Primordio do coragdo esta proeminente.

14 O processo naso-lateral estd conectado com Os membros anteriores possuemplacas Borda lateral da carapaga estd A alca intestinal esta
processo maxilar. O processo occipital é maior que digitais (com forma de p&), nos presente, marcada como um sulco herniada (em forma de
0 processo frontal. A iris esta altamente pigmentada membros anteriores a mesma possui  na parte lateral do corpo. tubo). E o primdrdio da
e pode ser vista a borda pigmentada da pupila. formato de remo, porém ela ndo papila urogenital é visivel.
Nenhum sulco é visivel. A maxila e mandibula apresenta digitos. Membros orientados
ainda estdo abertas. O primordio do coragdo comega caudalmente.

a se retrair para dentro do corpo do embrido.
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15 As placas digitais dos membros Borda lateral, anterior e posterior
apresentam linhas sutis que originaram da carapaca esta presente, as
os digitos. costelas podem  ser  vistas

sutilmente.

16 O processo maxilar ultrapassa o olho e mandibular As placas digitais apresentam digitos As costelas, a borda da carapaga, 0 O primérdio da papila
encontra-se além da borda do olho. Ocorre 0 nos membros anteriores e posteriores plastrdo e a ponte séo vistos. urogenital aumenta de
aparecimento da palpebra superior. A maxila ainda ndo apresentam digitos. Pigmentacéo tamanho.
ndo estd formada e a mandibula estd fechada. O comeca na parte axial dos membros.
processo nasal estd formado. Comeca a formacédo da
pigmentacdo na parte posterior da cabeca.

17 O processo occipital ainda esta elevado. A palpebra A periferia das placas digitais € O  primérdio das  placas A protuberancia urogenital
inferior é formada. A mandibula encontra-se além serrilhada (nos membros anteriores) e epidérmicas vertebrais da esta circundada pela
do nivel das lentes mais ndo alcangou o processo sdo ligeiramente serrilhadas nos superficie carapacial é notado, membrana cloacal.
frontal. Mandibula e Maxilares estdo formados. A membros posteriores, com digitos. como linhas sutis. A quilha
carncula pode ser observada. Ocorre 0 aumento da  Ocorre 0 aumento da pigmentacdo na carapacial vertebral é evidente.
pigmentacdo na parte posterior da cabega. parte axial dos membros.

18 O processo occipital se retrai, seu tamanho equivale Nos membros anteriores os digitos A borda da carapaca é suave e
ao processo frontal. Podem ser notadas estdo além da rede (o primeiro a uma apresenta escudos com pouca
protuberéncias marcadas como papilas cutineas na  distdncia menor e 0s outros quatros a pigmentacdo, a carapaca pPossui
regido ventral do pescoco e também dobras de pele uma distancia maior) e comuma ligeira  trés quilhas dorsais, e no plastrdo
podem ser vistas nessa regido do pescoco. demarcacdo diferenciando o que virara sdo vistas linhas que marcam o

ser a garra do resto do mesmo. primérdio das placas epidérmicas.

19 A pigmentacdo da cabeca aumenta: a mesma se Surgem nos membros anteriores Pigmentacdo clara é vista em toda A hérnia esta se retraindo.
apresenta clara no dorso do pescogo, na regido do poucas escamas. A demarcacdo que a carapagca, € pontos de Pigmentacdo € vista na
ouvido e no entorno das narinas que ainda estdo diferencia a garra do resto do mesmo é pigmentacdo escura podem ser cauda, e na protuberancia
fechadas. clara. vistos na parte inferior dos escudos  urogenital (onde a

vertebrais. Dobra de pele na parte membrana continua a
anterior do plastrdo demonstra o crescer ao redor da cloaca).
que vira a ser o principio do escudo

peitoral.

20 Dobras de pele sdo vistas em maior nimero do As garras (sem pigmentagdo) que Pigmentagdo clara é vista em toda Hérnia  continua  seu
pescoco e as papilas cuténeas estdo cercadas por possuem pontas grossas e sao opacas, a carapaca, além disso, podem ser processo de retragdo. A
uma mancha arredondada sem cor. estdo formadas no membro anterior. visualizados pontos de protuberancia urogenital

No membro posterior as garras se pigmentacdo escura na borda dos
projetam nos quatro primeiros escudos vertebrais, além disso,
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21 A regido das narinas é evidente, porém ndo esta
aberta. Aparece pigmentacdo na parte anterior da
cabeca e também na parte central da regido ventral

do pescoco.

22 Pigmentacéo na cabega adquire manchas escuras e
a regido ventral do pescoco com coloracdo mais
intensa.

23 As pélpebras superiores encontram-se na metade do

cristalino. Manchas de pigmentacdo listradas sdo
vistas na cabeca e no pescogo. Parte inferior da
mandibula encontra-se despigmentada.

membros porem é muito menor no
Gltimo (esta internalizada).

As garras sdo delimitadas do resto dos
digitos no nivel da rede, e sdo
levemente pigmentadas e curvadas.

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

Os membros anteriores possuem
membranas interdigitais, pigmentacédo
pesada, escamas e garras longas com
estrutura homogénea. Dobras cutaneas
estdo presentes no dorso do membro
anterior. Os membros posteriores
apresentam quatro digitos com garras,
porém e o Ultimo digito encontra-se na
membrana interdigital.

estd presente na margem dos
escudos carapaciais vertebrais e
até a metade dos escudos pleurais
e nos escudos marginais da
carapaga.

A pigmentacdo estd escurecendo
na carapaca, no plastrdo esta clara,
a ponte também esta pigmentada e
como 0s escudos marginais. Leves
ranhuras na carapaca marcam o
principio das rugosidades.

Carapaga com aspecto rugoso e
quilhas com pigmentagdo clara.
Além disso, no plastrdo surge uma
sutura que dara origem a placa
epidérmica peitoral.

Pigmentaco e escudos com
aparéncia rugosa sdo bastante
evidentes na carapaga. Quilhas
dorsais laterais ndo pigmentadas.
0] plastréo encontra-se
pigmentado. Algumas &reas do
plastrdo e dos escudos marginais
encontram-se despigmentadas.

estd se guardando dentro
da abertura cloacal.

A protuberéncia urogenital
esta totalmente circundada

pela cloaca, ainda néo
totalmente fechada. No
corpo ocorre 0
escurecimento da
pigmentacg&o corporal.

Hérnia umbilical ainda

presente

A papila urogenital ndo é
mais vista. A cauda possui
escamas. Pigmentacéo
escura  dispersa  em
praticamente todo o corpo
do embrido, exceto em
algumas areas das cabega e
plastréo.

24 As pélpebras inferiores ultrapassam o cristalino. As O Ultimo digito do membro posterior Placas marginais da carapaca Cloaca totalmente
narinas estdo abertas. As protuberancias abaixo da continua internalizado. Bases das comegam a apresentar um aspecto fechada. Hérnia ainda
mandibula aumentam. A carlncula é nitida e garras pigmentadas, digitos com rugoso, semelhantes ao das demais presente.
pontuda. Mandibula apresenta-se pigmentada. membrana, dobra cutdnea placas epidérmicas da carapaga.

proeminente, garra contundente e se Dobra de pele que dara origem a
estende no comprimento de seu placa peitoral aumenta de
rudimento, e estd dentro de um tamanho.
involucro levemente opaco.
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25 Ocorre a dispersao da pigmentacdo da cabega.

A pigmentacdo nas garras aumenta € a
mesma esta diferenciada dentro da

bainha translicida que a cobre.

26 Toda regido cranial apresenta pigmentacdo
esverdeada, que juntamente com manchas pequenas

O involucro (bainha) sobre as garras
estdo gastos.

A carapaca e o plastrdo encontram-
se calcificados.  Pigmentagdo
escurece e se dispersa nos escudos
do plastrdo e a mesma aumenta nos
escudos marginais.

A carapaga apresenta cor marrom
escura e aspecto rugoso. O plastrdo

A heérnia umbilical ainda
estd aberta no plastrdo. O
corpo do embrido
apresenta uma cor verde
escuro, exceto nas regides
que apresentam manchas
como a cabeca e plastréo.

A hérnia é uma regido
macia no plastrdo que esta

amarelas, formam listradas disformes. apresenta aspecto liso, com fechada, sem ou com
manchas amarelas e negras. pouco resto de saco
vitelinico.
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Estagios de desenvolvimento embronario de Kinosfemaon
Soonoides
L

Q 20 40 &0 &0 100 120 140 160
Dias de incubagio

Figura 1: Estagios de desenvolvimento embrionério em funcdo dos dias de incubacédo de
K. scorpioides.
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Figura 2: Estagios de 10 a 14 de K. scorpioides (escala igual a 2mm), destaque para a
morfologia do membro posterior e anterior a direita. A) Estagio 10: Presenca de quatro
arcos faringeos (Ar), da vesicula éptica (Vs op) e do membro anterior (M a). B) Estagio
11: regido da pupila (Pu) pode ser vista, além do membro posterior (M p). C) Estagio 12:
pode ser notada a presenga do processo maxilar (P mx) e mandibular (P md). D) Estagio
13: regido da iris (Ir) presente e pigmentada, exceto na lista branca na regido inferior do

olho. E) Estagio 14: Conexéo do processo nasal (P ns) com o processo maxilar (P mx) ,
presenca da borda lateral da carapaca (Ca), presenca da placa digital (P d) nos membros.
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Membro posterior Membro anterior
Di

Figura 3: Estagios de 15 a 18 de K. scorpioides (escala igual a 2mm), destaque para a
morfologia dos membros posterior e anterior. A) Estagio 15: carapacga (Ca) formada,
comeco dos digitos (Di) é percebido na placa digital. B) Estagio 16: Palpebra superior
(Pa s) foi visualizada, além do plastrdo (PI) e digitos (Di) (de forma evidente) na placa
digital. C) Estagio 17: visualizacdo da palpebra inferior (Pa i), maxila (Mx) e mandibulas
(Md) formados, escudos vertebrais (Es v) presentes na carapaca, borda (Bo) da placa
digital serrilhada. D) Estagio 18: Escudos marginais (Es M) da carapaca, digitos (Di)
além da placa digital.
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Membro posterior Membro anterior

Figura 4: Estagios de 19 a 22 de K. scorpioides (escala igual a 4mm), destaque para a
morfologia dos membros posterior e anterior. A) Estagio 19: principio do escudo peitoral
(Es p) do plastrdo. B) Estagio 20: garras (Ga) despigmentadas com pontas grossas. C)
Estagio 21: garras (Ga) pigmentadas e curvas. D) Estagio 22: escudo peitoral (Es p)
formado, garras com pigmentagéo (Pig) na parte proximal.

Artigo editado conforme InstrugBes para Autores da Revista Journal of Morphology, acessado
pelo seguinte link http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(1ISSN)1097-4687



50

Membro posterior Membro anterior

Figura 5: Estagios de 23 a 26 de K. scorpioides (escala igual a 6mm), destaque para a
morfologia dos membros posterior e anterior. A) Estagio 23: garras (Ga) longas e curvas.
B) Estagio 24: narinas (Na) abertas, formacao da falange ungueal (Fa un). C) Estagio 25:
escamas (Ec) nos membros séo evidentes, falange ungueal vista coberta por um involucro
translucido. D) Estagio 26: hérnia (He) umbilical fechada, involucro que recobria falange
ungueal (Fa un) estéo gastos.
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Tabela 1: Morfometria de embrides de K. scorpioides (ES: estagio; L. OL.: Largura do

olho; L. CAB.: Largura da Cabeca; C. CAR.: Comprimento da carapaca; C. PL.:

Comprimento do plastrdo; L. CAR.: Largura da carapaca; L. PL.: Largura do plastréo;

A.C.P.: Altura carapaca-plastrdo; C.C.N.: Comprimento cabega-nadega).

ES L.OL L. CAB C.CAR C.PL L. CAR L.PL A.C.P. C.C.N.
10 0.03+0.01 0,09+0,02 - - - - - 0.40+0.60
11 0,04+0 0,15+0,01 - - - - - 0,48+0,07
12 0,07+0,01 0,16+0,02 - - - - - 0,53+0,08
13 0,06+0,02 0,16+0,04 - - - - - 0,54+0,02
14 0,12+0,01 0,26+0,03 - - - - - 0,65+0,04
15 0,11+0,03 0,20+0.06  0.47+0.02 - 0,23+0 - - -

16 0,16+0,01 0,26+0,03  0,58+0,01 0,25+0,03 0,48+0,05 0,19+0,02  0,23+0,04 -

17 0,20+0,03 0,36+0,06  0,66+0,15 0,45+0,19 0,46+0,08 0,38+0,13  0,29+0,08 -

18 0,22+0,02 0,41+0,07 0,90+0,13 0,55+0,06 0,65+0,06 0,46+0,05  0,47+0,05 -

19 0,230,010 0,52+0,01  1,20+0,03 0,76+0,08 0,87+0,08 0,63+0,07  0,57+0,04 -

20 0,23+0,07 0,58+0,05  1,33+0,11 0,96+0,08 0,80+0,26 0,71+0,05  0,57+0,05 -

21 0,28+0,03 0,65+0,05 1,61+0,16 1,22+0,17 1,22+0,14 0,95+0,13  0,76+0,03 -

22 0,28+0,03 0,69+0,04  1,65+0,15 1,36+0,18 1,26+0,09 1,03+0,06  0,82+0,08 -

23 0,32#0,02 0,74+0,06  2,09+0,28 1,76%0,17 1,44+0,14 1,20+0,20 1,00+0,16 -

24 0,33+0,07 0,760,100  2,45+0,22 2,04+0,23 1,73+0,16 1,45+0,14  1,36+0,21 -

25 0,39+0,05 0,84+0,06  2,83+0,18 2,43+0,20 1,88+0,09 1,64+0,07 1,37+0,15 -

26 0,39+0,03 0,84+0,06  2,82+0,25 2,55+0,39 2,06+0,21 1,72+0,10 1,50+0,13 -
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Tabela 2: Volume (ml) de embrides de K. scorpioides, apresentando médias e desvios-

padrdes (ES.: Estagios de desenvolvimento; CO.: Coracdo; Fl.: Figado; TG.: Tubo

gastroentérico; CP.: Corpo).

ES Co FI TG CP

18 0,01+0 0,01+0 0,02+0 0,31+0,15
19 0,01+0 0,02+0,01 0,02+0 0,55+0,15
20 0,01+0 0,02+0,01 0,02+0,01 0,85+0,6
21 0,03+0,03 0,05+0,03 0,07+0,06 0,90+0,97
22 0,02+0 0,05+0,02 0,07+0,05 0,70+0,24
23 0,03+0,01 0,12+0,05 0,10+0,02 2,00+0,67
24 0,01+0,01 0,14+0,03 0,15+0,05 2,48+1,03
25 0,02+0,01 0,16+0,04 0,15+0,03 4,88+1,00
26 0,06+0,03 0,20+0,07 0,18+0,07 5,35+0,81
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Figura 6: Volume do tubo gastroentérico (TG), coracdo (CO) e figado (FI), em fung&o do
volume do corpo de embrioes de K. scorpioides.
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Figura 7: Probabilidade de ocorréncia de caracteres externos macroscopicos, em embrides

de K. scorpioides, em fungao do comprimento da carapaca.
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Material Suplementar

Tabela 1: Matriz de correlacdo de Spearman das analises morfométricas, dias de
incubacdo e estagios de desenvolvimento, obtidas de embrides de K. scorpioides,
atestando a relacdo existente entre todas as variaveis testadas (ES: estagio; L. OL.:
Largura do olho; L. CAB.: Largura da Cabeca; C. CAR.: Comprimento da carapaca; C.
PL.. Comprimento do plastrdo; L. CAR.: Largura da carapaga; L. PL.: Largura do
plastrdo; A.C.P.: Altura carapaga-plastrdo; C.C.N.: Comprimento cabeca-nadega).

ES. L.OL. L.CAB. C.PL. L. CAR. C.CAR. L. CAR. A.C.P.

ES. 1,00 0,89 0,92 0,95 0,96 0,96 0,95 0,96
L. OL. 0,89 1,00 0,87 0,89 0,88 0,89 0,87 0,88
L.CAB. 092 0,87 1,00 0,93 0,93 0,94 0,93 0,94
C. PL. 0,95 0,89 0,93 1,00 0,97 0,97 0,95 0,96
L.CAR. 096 0,88 0,93 0,97 1,00 0,97 0,97 0,97
C.CAR. 096 0,89 0,94 0,97 0,97 1,00 0,96 0,97
L.CAR. 095 0,87 0,93 0,95 0,97 0,96 1,00 0,95
AC.P 0,96 0,88 0,94 0,96 0,97 0,97 0,95 1,00
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Tabela 2: Matriz de correlagdo de Spearman das analises de volume e estagios de
desenvolvimento, obtidas de embrides de K. scorpioides, atestando a relagcdo entre as
variaveis testadas. (ES.: Estagios de desenvolvimento; CO.: Coracéo; Fl.: Figado; TG.:

Tubo gastroentérico; CP.: Corpo).

ES CO Fl TG CP
ES 1,00 0,84 0,91 0,89 0,94
CO 0,84 1,00 0,83 0,84 0,82
Fl 0,91 0,83 1,00 0,92 0,91
TG 0,89 0,84 0,92 1,00 0,90
CP 0,94 0,82 0,91 0,90 1,00
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CAPITULO 11

Desenvolvimento esquelético dos membros de Kinosternon scorpioides (Linnaeus,
1766) (Chelonia: Kinosternidae)

Autor: Braga, B. S. S.

Instituicdo: Universidade Federal do Pard, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Laboratorio de

Reproducgédo Animal.
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RESUMO

K. scorpioides é um queldnio encontrado na América Central e Sul, ainda pouco
conhecido, e cujos estoques naturais sdo sobre-explorados. O estudo da morfologia dos
membros é uma ferramenta utilizada para o entendimento da evolucéo de tetrapodes, sendo Util
no estudo da sua taxonomia e biologia. Deste modo, 0 objetivo principal deste trabalho foi
descrever a esqueletogénese dos membros anteriores e posteriores de K. scorpioides. As
amostras foram diafanizadas, em seguida a clarificacéo foi realizada com hidroxido de potassio,
as cartilagens foram coradas com Alcian blue, e 0s 0ssos com Alizarina sddica. Os membros
foram vistos formados pelo estilopddio (Umero nas maos e fémur nos pés), zeugopddio (radio
e ulna nas maos e tibia e fibula nos pés), e autopddio (regido carpal e falanges nas méaos e regido
tarsal e falanges nos pés). Os membros surgiram a partir do estagio embrionario 10, sendo
compostos por células mesenquimais. Estas foram vistas condensadas no estagio 14, onde foi
notado o primeiro centro de condrificacdo do Umero e do fémur. Os centros de condrificacdo
do rédio e da ulna, além da tibia e da fibula, surgiram no estagio 15; os centros na regido carpal
e nos metacarpais e também na regido tarsal e metatarsais no estagio 16; as cartilagens das
falanges proximais em ambos 0s membros a partir do estagio 17; e no estagio 18 os moldes de
cartilagens de todos os 0ssos, dos membros anteriores e posteriores, estavam presentes. A
ossificacdo foi vista no estagio 20, no imero e no fémur, e prosseguiu para 0s 0ssos do radio,
ulna, tibia e fibula. Durante o estagio 22, os metacarpais e metatarsais comecaram a apresentar
ossificacdo, e no 23 ela ja estava bem direcionada para as epifises dos 0ssos em ambos 0s
membros. Nas epifises permaneceram somente as cartilagens articulares no estagio 26 e na
eclosdo. A regido carpal ndo apresentou centro de ossificacdo ap6s eclosdo, na maioria dos
espécimes analisados. Existem diferencas relacionadas ao habito e a funcdo entre os elementos
esqueléticos que compdem os membros de queldnios. Os resultados mostram que a formacao
Ossea dos membros de K. scorpioides sdo semelhantes aos observados em quelonios
semiaquaticos, apresentando diferencas entre a estruturas da regido carpal e tarsal, e nimero de
falanges. Desta forma, sdo fornecidos dados inéditos para melhor entendimento taxondémico
deste grupo, assim como podem servir de base para comparagdao de possiveis anomalias do
esqueleto, advindas de questdes fisioldgicas ou mutagéneses, provocadas por agentes externos.

Palavras-chave: membros, quelbnios, Kinosternidae, ontogenia, esqueletogénese,
diafanizacdo.
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INTRODUCAO

Os queldnios evoluiram ha cerca de 200 milhdes de anos atras, no periodo Jurassico.
Estdo entre os vertebrados mais especializados morfologicamente, devido ao surgimento de sua
principal caracteristica, o complexo carapacga-plastrdo. Esta estrutura garantiu 0 sucesso
evolutivo deste tdxon, e a sua preservacao em tempos atuais (Pough et al. 2003; Hildebrand &
Goslow 2006; Chiari et al. 2012). Os seus membros sdo altamente variaveis, refletindo o
ambiente e os modos de locomocao das suas espécies (Richardson et al. 2009; Vieira et al.
2011). As tartarugas marinhas possuem os membros anteriores em forma de remo e maiores
que os posteriores; os cagados de dgua doce tém ambos espalmados, com dedos distintos
possuindo quatro ou cinco garras; enguanto que as espécies terrestres apresentam membros em
forma de coluna, com dedos indistintos (Burke & Alberch 1985; Romer & Parsons 1995; Pough
et al. 2003; Hildebrand & Goslow 2006). O sistema locomotor apresenta grande relevancia
taxondmica, por ser um dos responsaveis pela sustentacao do corpo e o deslocamento animal,
estando associado a certas patologias (Cubas & Baptistotte 2007).

O Brasil possui uma das maiores areas de ocorréncia de quelénios do mundo,
apresentando cerca de 35 espécies catalogadas (Martins & Molina 2008). Dentre as quais sao
encontradas na Amazonia cerca de 18 espécies. Abrangendo taxons das duas subordens
existentes. Pleurodira constituida pelas familias Podocnemididae e Chelidae; e Criptodira
formada pelas familias Geoemydidae, Testudinidae e Kinosternidae (Ferrara et al. 2017), a qual
pertence Kinosternon scorpioides.

K. scorpioides, € um cagado da Familia Kinosternidae, conhecida vulgarmente como
mugcud. Sua distribuicdo geogréfica se estende por grande parte do continente Americano,
ocorrendo no México, América Central, Bolivia, Peru, Venezuela, Equador, Brasil, Guianas,
Guiana Francesa, Suriname, Paraguai e Argentina (Berry & lverson, 2011). No arquipélago do
Marajo-Brasil esta espécie é intensamente cacada e comercializada (Cristo et al. 2017), e ndo
se conhece o tamanho e as taxas de renovagdo dos estoques naturais nesta regido. A espécie é
de facil identificacdo por apresentar trés quilhas longitudinais na carapacga lisa e estreita, a
cabeca larga, com o queixo forte e arqueado. O plastrdo largo ¢ ligado a carapaca através de
pontes, onde existem lobos articulados por uma &rea central como uma mola (chamada
dobradica), podendo mover-se, servindo para protecdo (Berry & lverson, 2011). Esses animais
apresentam membros pentadactilos, com garras nas suas extremidades, interligados por

membranas interdigitais.
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Sanchez-Villagra (2008) afirma que sequéncias de condrificagdo e ossificacdo sdo
importantes fontes de dados para analises sistematicas, visto que pesquisas em diferentes
espécies tém auxiliado no entendimento da evolucdo de grupos tetrdpodes. Apesar de haver
diversos trabalhos sobre a osteogénese de queldnios e répteis (Rhodin, 1985; Sanchez-Villagra
et al., 2008; Werneburg et al., 2009; Vieira et al., 2011; Danielson & Sheil, 2017;
Gregorovicova et al., 2018), nos Kinosternidae foi pouco estudada. Rieppel (1994) verificou o
desenvolvimento do esqueleto de quelénios, com base na Chelydra serpentina, e observou os
padrdes de ossificacdo em juvenis de Kinosternon integrum, porém nao forneceu informacdes
detalhas sobre a ossificacdo e anatomia destes.

Neste contexto, torna-se necessaria a compreensao do desenvolvimento morfolégico
normal dos animais, o qual podera servir como parametro comparativo quando em condicdes
fisioldgicas ou ambientais desfavoraveis. Sendo uma ferramenta Util para os estudos de
conservacao de populacdes silvestres, ou no manejo ex situ. Assim, o objetivo principal deste
trabalho foi a descri¢do da osteogénese do K. scorpioides, por meio da observagao do processo

de condrificacéo e ossificacdo dos seus membros.

MATERIAL E METODO

As amostras foram obtidas no criatério de pesquisa de K. scorpioides, da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Amazonia Oriental), 48° 30’ e 54” de longitude
W e 00° 45’ e 217 de latitude S, localizado na cidade de Salvaterra-Para-Brasil, onde ocorreu a
coleta dos ovos. Este trabalho foi aprovado no Comité de Etica Animal da Embrapa Amazonia
Oriental (n° 001/2016).

Os ovos foram incubados artificialmente (Incubadora Ecological Premium®, modelo IP-
R), com controle de temperatura a 28,5°C e 80 % de umidade, e mantidos em recipientes
contendo vermiculita umidificada. Foram coletados no minimo, trés ovos a cada cinco dias.
Posteriormente, as amostras foram fixadas em solucao de Boiun e conservadas em alcool 70%.

Realizou-se a diafanizacdo de trés animais, por fase de desenvolvimento embrionério, em
amostras a partir do estagio 14, no qual ocorre o aparecimento da placa digital nos membros. O
protocolo estabelecido foi adaptado de Taylor & Van Dyke (1985). Para nomear as estruturas
do esqueleto dos membros de K. scorpioides, foi utilizado a Némina Anatémica Veterinaria
(Bryden & Halnan, 2008).

Primeiramente, as amostras foram imersas em agua por 24 horas, para se retirar 0 excesso

de alcool. Apos esse processo, foi iniciada a coloracdo das cartilagens, na qual o material foi
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imerso em uma solugéo alcodlica de Alcian Blue 8GX 0,2 mg/mL, por 24 h. Posteriormente, as
amostras foram submersas em solucéo aquosa de hidroxido de potassio (KOH) na concentracédo
de 6%, onde ficaram até a visualizacdo das estruturas internas dos animais. O tempo desta etapa
foi especifico para cada estagio de desenvolvimento embrionario. Quando a clarificacéo estava
totalmente finalizada, adicionou-se KOH 6% a solucdo Vermelho de Alizarina Sddica, para a
coloragéo de estruturas mineralizadas. Em seguida, todas as amostras foram transferidas para
solucdo de Glicerina com KOH 6%, em série crescente de 30%, 50%, 90%, e finalmente em
Glicerina P.A.

As amostras foram fotografadas com cémera digital CANON® EOS REBEL TS5,
acoplada a lente macro de 60mm. Os individuos com tamanho de carapaga menor que 2,5 cm
foram fotografados em estereomicroscopio Leica® EZ4 HD.

Para a analise histoldgica, foram utilizados embriGes a partir do estagio 12 de
desenvolvimento embrionario. As amostras foram encaminhadas para o processo histoldgico,
onde foram desidratadas em solugdo etandica crescente (70%, 80%, 90% e 100%), diafanizadas
em xilol e incluidas em parafina. Os cortes de 5 pm de espessura foram montados em laminas

e corados com Hematoxilina e Eosina.

RESULTADOS

Os membros anteriores (Figura 1A) do K. scorpioides sdo formados pelos seguintes
0SSOs:

1- Estilopddio: € composto pelo Umero, que se articula em sua epifise proximal (cabeca)
com a escapula. Esse osso também apresenta duas superficies ndo articulares, o tubérculo maior
(dorsal) e 0 menor (ventral). E na epifise distal se articula através de dois condilos, o capitulo
que se une a ulna e a tréclea com o radio.

2- Zeugopddio: e constituido pela ulna e radio. A ulna apresenta superficie articular
ovoide, articula-se distalmente com os ossos do carpo proximal (ulnar e intermédio), e
lateralmente com o réadio. O réadio, 0sso longo que esta situado na parte ventral do antebrago,
apresenta superficie articular umeral em formato semilunar, e superficie articular ulnar plana.
Esse 0sso se articula em sua epifise distal com os carpais proximais (intermédio, e central 11l e
).

3- Autopaddio: é formado pelos 0ssos do carpo, de formatos irregulares. Possuem na sua
fileira proximal os 0ssos intermédio, ulnar, central 11l e 11, e o pisiforme; na fileira distal estdo

os carpais distais I, 11, 111, IV e V.
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3.1- Carpais proximais: o intermédio situa-se a entre a ulna e o radio, e a sua porcao distal se

encontra com o ulnar, central I1l e 1. O ulnar se articula na porcdo distal com os carpais distais
IV e V. O central Ill, distalmente, se articula com os carpais Il e 1I; o central Il, articula-se na
porcao distal com o carpal distal Il e I; o pisiforme é um osso sesamoide, envolvido na
sustentacdo de tenddes, se articula com o ulnar e com o V carpal distal.

3.2- Carpais distais: articulam-se distalmente com metacarpais, e sdo constituidos pelos 0ssos,
enumerados no sentido médio-lateral, carpais distais I, II, 1, IV e V.

3.3- Metacarpais: sdo 0ssos longos com cabeca distal e base expandida proximal, que se
articulam distalmente com as falanges proximais, sdo dispostos médio lateralmente, e
denominados de metacarpais I, 11, 111, IV e V.

3.4- Falanges: sdo em numero 14, e estdo dispostas entre as fileiras proximais (digitos I, 1, 11I,

IV e V), fileira medial (digitos II, 111, IV e V) e a fileira distal (digitos I, 11, 1II, IV e V). Sendo
a formula falangica 2:3:3:3:3. As falanges proximais I, 11, Ill, 1V e V se articulam distalmente
com as distais no digito marginal I. No restante dos digitos II, Il1, IV e V se articulam com as
falanges centrais, em sua porcao distal. Falanges centrais Il, 11I, IV e V, na sua porcédo distal,

se articulam com as falanges distais. As Falanges distais apresentam formato cénico, e sdo
ungueadas.

Os membros pelvinos (Figura 1B) do K. scorpioides sdo constituidos pelos seguintes
0SSO0S:
1- Estilopodio: é formado pelo fémur, que se articula com a cintura pélvica. Esse 0sso possui
a cabeca ovalada, para articular com o acetabulo e dois trocantéres, o0 menor (dorsalmente) e o
maior (ventral). Articula-se distalmente com os 0ssos da tibia e a fibula, através dos condilos
tibial e fibular.
2- Zeugopodio: é composto pela tibia e fibula, que apresentam comprimento semelhante, sendo
0 primeiro mais robusto. As suas extremidades sdo expandidas latero-medialmente, onde ficam
as articulagOes. A tibia e a fibula se articulam, em sua porcao distal, com o carpal proximal
astragalo-calcéaneo.

3- Autopddio:

3.1- Tarsal proximal: é formado por um Unico 0sso, astragalo-calcaneo, que se articula
distalmente com os tarsais distais I, I1, 11l e IV.

3.2- Tarsais distais I, 11, 111 e IV: apresentam formato irregular, sendo o IV maior que
0s demais, e se articulam distalmente com os metatarsais I, I, I11, IV e V.
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3.3- Metatarsais I, 11, 111, IV e V: se articulam distalmente com as falanges proximais I,
I, 11, IVe V.

3.4- Falanges: sdo em numero 14, e séo dispostas entre as fileiras proximais (digitos I,
I, I, IV e V), fileira medial (digitos centrais 11, Il1, IV e V) e a fileira distal (digitos I, II, IlI,
IV e V). Sendo a formula falangica 2:3:3:3:3. Falanges proximais I, 11, I11, IV e V se articulam
distalmente com as centrais Il, 11, IV e V. Falanges centrais II, IlI, IV e V se articulam
distalmente com as distais I, II, I11, IV e V. Falanges distais I, II, I1l, IV e V sdo menores, com

formato conico, e estdo envoltas por tecido cornificado, diferenciado em garra. O digito V

permanece encoberto na membrana interdigital, e é quase ndo aparente, externamente.

No quadro 1 estdo descritos 0s eventos morfoldgicos que surgem durante a osteogénese
dos membros (anteriores e posteriores) em K. scorpioides. Em relacdo as observacdes
histologicas, as células que formam o broto do membro anterior em estagio 10, também foram
observadas nos estagios 12 e 13, sendo formadas por uma massa mesenquimal. Na regido
periférica foi observada uma fileira de células germinativas, indicando a presenga do cume
ectodérmico apical. No estagio 14 (Figura 2A e 5A), foi visualizada, por microscopia Optica, a
presenca de células mesenquimais formando o broto do membro anterior, apresentando uma
regido com células condensadas com caracteristicas mesenquimais na regido central, que vira
ser o Umero. Histologicamente, no estagio 15 (Figura 2B e 5B) observou-se a presenca de
condrdcitos indicando os primeiros centros de ossificacdo do radio e da ulna. J& no estagio 16
(Figura 2C e 6 A/B), na histologia observar-se a condrogénese do Umero, da ulna, do radio, além
do primeiro centro de condrogénese dos 0ssos ulnar, acessorio, intermédio, que compdem a
fileira proximal do carpo, e também os primeiros centros dos distais carpais I, Il, 11, IV e V
(onde o IV carpal apresenta maior tamanho e afinidade ao corante) e dos metacarpais, marcada
pela presenca de condrdcitos. No estagio 17 (Figura 2D e 7A/B), foi observada o primeiro
centro condrogénico das falanges proximais e também das falanges centrais, acreditamos que
este esteja em tamanho reduzido ndo apresentando afinidade acentuada pelo corante Alcian

blue.

Macroscopicamente, com auxilio do processo de diafanizacao, foi observado no estagio
18 (Figura 2 E), as cartilagens de todos os 0ssos que compdem o membro anterior de K.
scorpioides, inclusive o pisiforme. A diafase do umero, ulna, radio se encontra despigmentada
de Alcian ou apresentando uma coloragdo fraca, podendo indicar o comego de uma ossificacao
endocondral. No estagio 19 (Figura 3A), os moldes de cartilagens dos 0ssos metacarpais e
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falanges proximais I, 111 e IV, apresentam a diafase clara. No estagio 20 (Figura 3B), pode ser
observado o primeiro centro de ossificacdo do Umero, localizado na diafase deste 0sso, esta
estrutura foi caracterizada pela presenca de pigmentando do corante Alizarina Red-S. Além do
fato da diafase das falanges centrais encontradas nos digitos I, Il e 1V, estarem com auséncia
de afinidade com o Alcian blue, ou com pouca afinidade. O estagio 21 (Figura 3C), apresentou-
se semelhante ao estagio 20. No estagio 22 (Figura 3D), foi visto que 0s 0ssos longos
apresentaram a diafase corada com alizarina e as epifises coradas com Alcian, sdo eles: imero,
ulna, radio, metacarpais, e falanges distais, centrais e proximais. No estagio 23 (Figura 3E), 24
e 25 (Figura 4A e B), neste estagio 0os 0ssos longos ja apresentam cartilagem articular. No
estagio 26 (Figura 4C) a regido carpal, em grande parte das amostras ndo apresentou afinidade
pelo corante Alcian, e em apenas trés amostras foram observados os carpais distais corados com

Alizarina.

O membro posterior surgiu no estagio 11 como uma dilatagdo lateral no embrido,
pressupdem-se que histologicamente este € composto pelas mesmas células presente dos
embriGes do estagio 12. No estagio 12 e 13, histologicamente, 0 membro foi visto sendo
composto por uma massa mesenquimal, na sua periferia foi observado fileiras de células
germinativas indicando a presenca do cume ectodérmico apical. No estagio 15 (Figura 2B e
8A), foi visualizado um aglomerado de células mesenquimais na regido central do membro e
pode-se observar a presenca do primeiro centro condrogénico do fémur, da tibia e da fibula
carpais proximais. No estagio 16 (Figura 2C e 8B), foi visto o primeiro centro condrogénico do
calcaneo, além do primeiro centro dos tarsais distais Il, 11 e IV, e os metatarsais 1, Il e IV. No
estagio 17 (Figura 2D e 9A/B), foi visto o primeiro centro condrogénico do astragalo, e sdo
vistos todos os tarsais distais I, 11, 11l e IV, além dos metatarsais I, I1, lI1, IV e V, e dos primeiros

centros das falanges proximais e centrais I, 111, IV.

Através da analise macroscopica realizada com a ajuda do processo de diafanizacao, no
estagio 18 (Figura 2E), a formacdo de todos os moldes de cartilagens que compdem o membro
posterior ja esta presente, porém as diafases dos 0ssos longos: fémur, tibia e fibula; encontram-
se despigmentadas de Alcian ou apresentando uma coloracdo bem fraca, podendo indicar o
comeco de ossificacdo endocondral, onde ocorre a substituicdo do molde de cartilagem por
tecido 6sseo mineralizado. No estagio 19 (Figura 3A), astragalo € visto fundido com o calcéaneo.
No estéagio 20 (Figura 3B), foi visualizado o primeiro centro de ossificagdo do fémur. No estagio
21 (Figura 3C) foi observado estruturas semelhantes ao estagio 20. No estagio 22 (Figura 3D),
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foi observado as epifises de 0ssos longos coradas com Alcian, e as diafases coradas com
alizarina. No estagio 23 (Figura 3C), 24 e 25 (Figura 4 A e B), foi notado 0 aumento do processo
de ossificacdo que se direcionou para epifises, observando a presenca do Alcian blue somente
nas cartilagens articulares dos 0ssos longos e nos 0ssos tarsais. No estagio 26 (Figura 4C), 0s
tarsais distais apresentaram 0ssos corados como Alizarina, o restante dos elementos tarsais, ou
ndo apresentaram afinidade com o corante, ou as substancias glicosaminoglicanos coradas com

Alcian blue.

DISCUSSAO

Este trabalho demostrou a formacéo estrutural e embriolégica dos membros anteriores
e posteriores de K. scorpioides, dentro dos padrdes fisiologicos da espécie. Os elementos
esqueléticos foram semelhantes aos visualizados nos quelénios. Porém, demonstrou-se que
existem diferencas relacionadas ao habito e a funcéo destas estruturas, observados na sua perda
ou reducdo, seja no numero de falanges, ou fusdo de elementos carpais ou tarsais.

Os membros anteriores de K. scorpioides possuem padrdo geral semelhante ao
observado em tetrapodos (Griffin, 2018), ou seja, apresentam estilopédio (UGmero ou fémur),
zeugopaddio (ulna e radio, ou tibia e fibula), e autopddio (carpais, tarsais e falanges). As
diferencas foram observadas nos digitos e na regido carpal e tarsal, variando na quantidade de
falanges e de elementos carpais e tarsais. Comprovando que estas estruturas representam a
adaptacdo desta espécie ao seu habitat e comportamento (postura e locomocgéo) (Pough al.,
2003; Ludwig et al., 2007; Fabrezi et al., 2009).

Este formato € semelhante a morfologia da médo de Chelonia mydas da familia
Cheloniidae, na qual os 0ssos das falanges sdo alongados, mantendo um padrdo plesiomorfico
(Ludwig et al., 2007) sem a perda de falanges, devido ao formato e a utilidade desses membros
adaptados ao meio aquéatico (Sanchez-Villagra et al., 2007). Em Chelydra serpentina e
Macrochelys temmincki a formula falangica para as maos (2:3:3:3:3) (Rieppel, 1994; Sheil,
2005; Sheil & Greenbaum, 2005), é semelhante do observado neste trabalho (2:3:3:3:3). Jd em
relacdo aos 0ssos carpais, em C. serpentina ha variacdo entre quatro a cinco 0ssos distais carpais
(Rieppel, 1994; Sheil & Greenbaum, 2005), porém no K. scorpioides foram encontrados cinco
distais carpais. Sendo que ao término do desenvolvimento embrionério, na fileira proximal dos
carpais, o central 111 estd fundido com o central 11, e em animais adultos esses 0ss0s sd0 Vistos

separados.
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Nas familias citadas acima, juntamente com Kinosternidae, compdem o clado
Americhelydia (Joyce et al., 2013a), nelas foram observados no pé dos animais, apenas um
elemento tarsal proximal, astragalo-calcaneo (Rieppel, 1994; Sheil, 2005; Sheil & Greenbaum,
2005). Este também foi observado em outra familia deste clado, a Dermatemydidae (Knauss,
2014) e no presente trabalho. Quanto aos tarsais distais, existe uma forte discussao sobre a
presenca de um osso adunco (Joyce et al., 2013b; Crawford et al., 2015), ao qual alguns autores
afirmam ser o tarsal distal V e outros um metatarsal V. Entre os Chelydrideos aqui discutidos,
a quantidade de distais tarsais variou entre cinco e quatro. No K. scorpioides 0 0sso adunco foi
considerado como um metatarsal V, pois em animais adultos 0 mesmo apresenta formato
alongado, semelhante aos demais metatarsais.

As tartarugas marinhas apresentam anatomia similar ao observado neste trabalho,
possuem dois elementos centrais, carpo, 0sso intermédio, ulnar, pisiforme, e falanges (Romer,
1956; Rieppel, 1994; Sanchez-Villagra et al., 2007). O pé também apresenta semelhancas,
contendo somente um elemento proximal no tarso, porém Caretta caretta apresenta dois,
astragalo e fibular (Romer, 1956), e quatro tarsais distais. A formula falangica nas maos é de
2:3:3:3:2 e pé é 2:3:3:3:3, similar ao identificado no presente trabalho (Figura 1). Todavia, a
morfologia externa dos membros desses grupos é diferente de K. scorpioides, pois as tartarugas
marinhas apresentam os mesmos em formato de nadadeiras, internalizados na placa interdigital,
apresentando garras nos trés primeiros digitos (Crastz, 1982; Miller et al., 2017).

A familia Emydidae possui a formula falangica diferente a K. scorpioides, enquanto que
0s carpais proximais sdo representados pelo intermédio, ulnar, pisiforme e dois 0ssos centrais.
O pé variou entre um a dois elementos tarsais proximais, principalmente em Trachemys
dorbigni, e também quanto a quantidade de tarsais distais, quatro (Souza et al., 2000) ou cinco
(Sanchez-Villagra et al., 2008; Sheil & Portik, 2008). Sendo a formula falangica do pé diferente
(2:3:3:3:2).

Geoemydidae possuem estrutura anatbmica semelhante ao K. scorpioides, na regido
carpal e tarsal proximal (Fritz et al., 2006). Mas, o nimero de falanges difere 2:3:3:3:3/2 na
méao (Ludwig et al., 2007), com variacdo intraespecifica no digito IV (Fritz et al., 2006). No pé
pode variar no quarto (Fritz et al., 2006) ou quinto digito (2:3:3:3:3/2/1/0). Assim, tais estruturas
refletem a vida destas especies (Ludwing et al., 2007), pois os geoemydideos terrestres
apresentam tendéncias a perder falanges e até digitos inteiros (Fritz et al., 2006). Enquanto que
0s aquaticos tendem a ter todas as falanges e algumas adicionais no quinto digito, caracteristicas

estas apontadas como essenciais para uma boa natacdo. Este autor afirmou que animais que
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apresentam formula falangica 2:3:3:3:2, ndo séo estritamente adaptados ao ambiente aquatico
e sdo considerados intermediarios.

Malacochersus tornieri (Mautner et al., 2017), Aldabrachelys e Dipsochelys (Gerlach,
2012) , pertencentes a familia Testudinidae, sdo espécies extremamente adaptadas ao ambiente
terrestre, apresentam a mao contendo Umero, ulna, radio, ulnar, intermédio, pisiforme, dois
centrais, cinco distais carpais, cinco metacarpais e duas falanges em cada digitos. J& 0s pés
apresentam duas estruturas proximais, quatro distais carpais, cinco metatarsais e duas falanges
por digito. Diferente ao observado para K. scorpioides, que apresentam duas falanges no
primeiro digito e trés falanges nos demais digitos.

Trionychoidea apresentam na mao e no pé, na regido carpal e tarsal, anatomia
semelhante a espécie aqui estudada, variando na quantidade de falanges, onde a formula é
2:3:3:4:3/4 na méo, e 2:3:3:4:3/4 no pé, variando na ultima falange e com uma tendéncia a
hiperfalangia (Delfino et al., 2010).

Pleurodiras tem mao com dois elementos centrais, ulna, intermédio, 5 carpais distais, 5
metatarsais, pisiforme, formula falangica 2:3:3:3:3 (Bona & Alcalde, 2009; Vieira et al., 2011;
Werneburg et al., 2009). No pé apresentam dois elementos tarsais proximais e 4 distais tarsais,
apenas para Podocnemis expansa foi assumido a presenca de 5 distais tarsais (Vieira et al.,
2011) . Semelhante aos membros de K. scorpioides, com excecao da regido tarsal, e a presenca
de uma regido tarsal com maior quantidade de elementos em Pleurodiras, esta relacionado a
habitat aquéatico desses animais, que pouco dependem do ambiente terrestre.

Neste trabalho foi observado que os digitos anteriores crescem mais rapido que 0s
posteriores, como o descrito para C. mydas (Sanchez-Villagra et al., 2007) e Emydura
subglobosa (Werneburg et al., 2009). Porém, para C. serpentina (Rieppel, 1994) e Macrochelys
temmincki (Sheil, 2005) foi encontrado um padréo diferente onde os membros posteriores se
desenvolveram mais rapido, quanto ao sistema esquelético.

Em relagéo a condrificagdo dos membros de K. scorpioides existe um padréo semelhante
aos queldnios. Primeiramente, pela presenga do estilopodio (no estagio 14), e posteriormente o
surgimento do zeugopadio, seguido do ulnar e do carpal/tarsal distal IV (Sheil, 2003; Sheil &
Greenbaum, 2005; Sanchez-Villagra et al., 2007; Sheil & Portik, 2008; Vieira et al., 2011;
Werneburg et al., 2009; Gerlach, 2012).

Semelhante ao que ocorre em Macrocheyls temmincki (Sheil, 2005), foi visualizado no
final do estagio 15 ranhuras na placa digital, indicando os futuros digitos. No final do estagio

18 a condrificacdo de todos os elementos dos membros é notada (Sheil, 2003; Sheil, 2005; Sheil
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& Portik, 2008; Sanchez-Villagra et al., 2009). Ja ha neste estagio, conformacdo semelhante as
estruturas que virdo a ossificar, e ocorre a degeneracdo da matriz cartilaginosa, indicando o
comeco do processo de ossificagdo endocondral (Rieppel, 1994). Todavia, alguns autores
afirmam que este processo acontece no estagio 20. No presente trabalho foi observada a
afinidade com o corante (Alizarina red-S) apenas no estagio 20, semelhante ao descrito em C.
serpentina e Macrochelys temmincki (Rieppel, 1994; Sheil, 2005; Sheil & Greenbaum, 2005).
Esse processo se inicia nos 0ssos longos do estilopddio e zeugopddio. Seguindo aos metacarpais
e tarsais, falanges, e regido carpal e tarsal, no sentido proximo-distal (Sanchez-Villagra et al.,
2007; Sheil, 2003; Sheil, 2005, Bona & Alcalde, 2009; Werneburg et al., 2009). Sendo diferente
do observado em C. serpentina e P. expansa (Sheil & Greenbaum, 2005; Vieira et al., 2011).
Porém, existem espécies que ndo apresentam carpais e tarsais ossificados em filhotes recém-
eclodidos (Werneburg et al., 2009), como o que ocorre em K. scorpioides.

Rieppel (1994) afirmou que C. serpentina apresenta dominancia do digito Il durante o
desenvolvimento do sistema esquelético. Todavia, neste estudo ndo foi observada tal
dominéncia, apenas notou-se que os digitos centrais Il, Ill, e IV sobressaem durante o
desenvolvimento embrionario, em relagdo aos digitos laterais | e V. Tal fato também foi visto
para Trachemys scripta (Sheil & Portik, 2008), o que pode estar relacionado a postura das patas
dos animais em relacdo ao solo, pois os digitos centrais sdo 0s primeiros a tocar na superficie.
Além disso, foi notado que o desenvolvimento do digito V € mais lento (Sheil, 2005;
Werneburg et al., 2009), sendo o ultimo a se desenvolver, em ambos 0s processos de
desenvolvimento. O que também foi observado em K. scorpioides, sendo que os digitos V dos
membros posteriores, permanecem internalizados na membrana interdigital.

Este trabalho é pioneiro em relatar a osteogénese de animais da familia Kinosternidae e
os resultados obtidos poderdo ajudar na compreensdo da evolugdo e taxonomia deste grupo,
assim como podem servir de base para comparacdo de possiveis anomalias do esqueleto,
advindas de quest@es fisioldgicas ou patoldgicas, provocadas por agentes externos, também
servindo como base para estudos que visem solucionar questdes existentes sobre as relacdes

entres as espécies de quelbnios e o seu meio ambiente.
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Quadro 1: Sequéncia de osteogénese de K. scorpioides.

Estagio Membro anterior Membro posterior Figuras

Dilatacdo na lateral do corpo,
10 formado por uma conjunto de -
células mesenquimais

Dilatacéo na lateral do corpo,
11 - composto por células
mesenquimais

Macroscopicamente, mais curto

12 Mais curto que largo
que largo
. Morfologicamente, mais longo
13 Mais longo que largo g g
que largo
Primeiro centro de

condrogénese do Umero, A primeiro centro de
14 histologicamente, é visto condrogénese do fémur, Figura 2A e 5A

condensamento de células localizado na diéfase

mesenquimais

A condrogénese do Umero ja
esté se formando, nas epifises e
diafase; e observa-se de centros
15 de condrogénese do radio e da
ulna, partindo da diafase desses
0ss0s, € a ligeira demarcacao de
um elemento do IV digito

Primeiro centro condrogénico do Figura 2B, 5B e
fémur, da tibia e da fibula 8A

Pode ser vista a cartilagem do
Umero, da ulna, do radio, além
do primeiro centro de
condrogénese do ulnar, central
111, intermédio, e também os
16 primeiros centros dos distais

carpais I, 11, 11, IV e V (como

IV carpal de maior tamanho e

maior afinidade ao corante) e

dos metacarpais (I, II, 111, 1V e
V).

Condrogénese do calcéneo, além
do primeiro centro dos tarsais Figura 2C, 6A/B e
distais I1, Il e IV, e 0s 8B
metatarsais Il, 111 e V.

Foi visto o primeiro centro
condrogénico do astragalo, e sdo

Pode-se observar a presenca das . Lo
P ¢ vistos todos os tarsais distais I, II,

falanges proximais 11, 11, 1V, e Figura 2D, 7A/B

L N Il e 1V, além dos metatarsais |,
17 ligeiras demarcacdes das Lo e 9A/B
e I, 11, 1V e V, e dos primeiros
falanges proximais | e V L
centros das falanges proximais
centrais 11, 111, IV
18 Condrogénese do pisiforme. Ja A formacdo dos moldes de Figura 2E
se encontram formadas as cartilagens que compdem o
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Continuacao

19

20

21

22

23

24

25

26

cartilagens dos 0ssos do Umero,
ulna, radio, porém a diafase
destes 0ssos longos se encontra
despigmentada de Alcian,

podendo indicar o comeco de
uma ossificagdo endocondral.

Além da formacéo do central I,

das falanges centrais nos digitos
I, 11l e 1V; e falanges distais |-

V.

A diafase das cartilagens dos
0ss0s metacarpais e falanges
proximais 11, Il e IV,
apresentam-se despigmentadas

Pode ser observado o primeiro
centro de ossificagdo do Umero,
localizado na diafase deste 0sso,

esta estrutura foi caracterizada

pela presenca de pigmento
Alizarina Red-S

Os 0ssos longos apresentaram a
didfase corada com alizarina e
as epifises coradas com Alcian,
sdo eles: imero, ulna, radio,
metacarpais, e falanges distais,
centrais e proximais

Os 0ssos longos ja apresentam
cartilagem articular

A regido carpal ndo corou com
Alcian blue, porém também néo
coraram com Alizarina Sodica.
Em alguns espécimes os carpais
distais coraram com Alizarina.

membro posterior ja esta presente.
Porém, as diafases dos 0ssos
longos: fémur, tibia e fibula;
encontram-se despigmentadas de
Alcian ou apresentando uma
coloracéo bem fraca. Além da
formagéo das falanges centrais
nos digitos 11-1V; e falanges
distais I-V.

O astragalo é visto fundido com o
calcaneo

Primeiro centro de ossificacdo do
fémur. Os restantes permanecem
com a diafase dos 0ssos longos
sem afinidade pelo Alcian blue,
sendo elas a dos 0ssos tibia,

fibula, metatarsais I, 11, 111, 1V, V,
falanges proximais I, 11, I11, 1V, V
e falanges centrais I, 111, 1V, V

As epifises de ossos longos
coradas com Alcian, e as diafases
coradas com alizarina

Foi notada 0 aumento do processo
de ossificacdo que se direcionou
para epifises, presenca de Alcian

blue somente nas cartilagens
articulares dos 0ssos longos e nos
0SS0s tarsais

Os tarsais distais apresentaram
0ssos corados como Alizarina. O
restante dos elementos tarsais,
ndo apresentaram afinidade com
0s corantes.

Figura 3A

Figura 3B

Figura 3C

Figura 3D

Figura 3E

Figura 4A

Figura 4B

Figura 4C
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Figura 1: Anatomia dos membros de K. scorpioides. A) Visdo latero-dorsal do membro anterior
direto, demonstrando os 0ssos Umero (Um), ulna (Ul), radio (Ra), intermédio (1), ulnar (U);
regido carpal (CA): central 111 (C 1), central 1l (C 1), carpal distal I (Dc 1), carpal distal V (Dc
V); Metacarpais (MC): metacarpal V (Mc V); Falanges (FA): falange proximal V (Fp V),
falange medial V (Fc V) e falange distal V (Fd 1V). B) Viséo latero-dorsal do membro posterior
esquerdo, nota-se os ossos fémur (Fe), tibia (Ti), fibula (Fi); regido tarsal (TA): astragalo-
calcaneo (A-C), tarsal distal I (Dt 1), tarsal distal IV (Dt 1V); Metatarsais (MT): metatarsal V
(Mt V); Falanges (FA): falange proximal V (Fp V), falange medial V (Fc V) e falange distal V
(Fd V).
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Membro posterior Membro anterior

Figura 2: Osteogénese dos membros anteriores e posteriores de K. scorpiodes. A) Estagio 14,
aparecimento do Umero (Um) e do fémur (Fe) (escala 5 mm). B) Estagio 15 centros de
condrogénese, no radio (Ra) e ulna (UI), na tibia (Ti) e fibula (Fi) (escala 4 mm). C) Estagio
16, surgimento do intermedio (I), ulnar (U) e central Il (C IlII), carpais tarsais (Cd) e
metacarpais (Mc), além do astragalo (A) , calcaneo (C), tarsais distais (Td) e metatarsais (Mt)
(escala 5 mm). D) Estagio 17, falanges proximais (Fp) e o astrdgalo (A) (escala 5 mm). E)
Estagio 18, aparecimento dos moldes de cartilagem do central Il (C ii), das falanges centrais
(Fc) e distais (Fd), e do pisiforme (Pi), (escala 5 mm).
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Figura 3: Desenvolvimento dos membros anteriores e posteriores de K. scorpiodes, (escala 5
mm). A) Estagio 19, juncdo do astragalo-calcaneo (A-C). B) Estagio 20 comego de
pigmentacdo com alizarina no imero (Um) e fémur (Fe). C) Estagio 21, semelhante ao estagio
anterior. D) Estagio 22. Os 0ss0s longos apresentaram a diafase corada com Alizarina, sdo eles:
Umero, ulna (UI), radio (Ra), metacarpais (Mc), falanges distais (Fd), centrais (Fc) e proximais
(Fp), tibia (Ti), fibula (Fi), metatarsais (Mt) e falanges distais (Fd), centrais (Fc)e proximais
(Fp). E) Estagio 23 membros com cartilagem articulares (Ar).
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Membro posterior Membro anterior

Figura 4: Desenvolvimento dos membros anteriores e posteriores de K. scorpiodes, (escala 2
cm). A/B) Estagio 24 e 25, semelhante ao estagio anterior. C) Estagio 26, embrido em preé-
eclosédo apresentando cartilagens na regido carpal e tarsal (U) (A-C), exceto em carpais/tarsais
distais (Mc).
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Figura 5: Fotomicrografias de cortes histoldgicos do tecido esquelético dos membros anteriores
de embrides de K. scorpioides. A) estagio 14, células mesenquimais formando o membro, e
aglomerado de células onde vird a ser o Umero (Um). B) estagio 15, mostrando o
condensamento de células onde vira a ser a ulna (Ul) e o radio (Ra).
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Figura 6: Cortes histolégicos dos membros anteriores de K. scorpioides. A) estagio 16,
condrogénese dos 0ssos umero, ulna (Ul), radio (Ra), ulnar (U), intermédio (1), centrais (Ce),
carpais distais (Cd) e metacarpais (Mc). B) estagio 16, condrogénese do radio, mostrando o
pericondrio (P), a regido crescimento (RC), condrdcitos (Ci) imaturos, e condrécitos (Co) em
desenvolvimento.

Artigo editado conforme Instrugdes para Autores da Revista Zoologischer Anzeiger, acessado pelo
seguinte link https://www.journals.elsevier.com/zoologischer-anzeiger/(ISSN) 0044-5231



80

Figura 7: Cortes histologicos dos membros anteriores de K. scorpioides. A) Estagio 17, regido
autopodial da méo, mostrando os metacarpais (Mc), falanges proximais (Fp) e mediais (Fm).
B) Estagio 17, regido carpal mostrando os carpais distais (Cd), intermédio (l), centrais (C) ulnar

).
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Figura 8: Fotomicrografias de cortes histologicos do tecido esquelético dos membros
posteriores embrides de K. scorpioides. A) estagio 15, mostrando o condensamento de células
onde vira a ser a tibia (Ti) e a fibula (Fi). B) estagio 16, condrogénese dos 0ssos tibia, fibula,
calcaneo (C), distais tarsais (Td) e metatarsais (Mt).
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Figura 9: Cortes histologicos dos membros posteriores de K. scorpioides. A) Estagio 17,
mostrando o fémur (Fe), tarsais distais, metatarsais e falanges proximais (FP). B) Estagio 17,
regido tarsal mostrando astragalo (A) e calcaneo (C) e carpais distais (Cd). C) Estagio 17, regido
autopodial do pé, mostrando os metatarsais (Mt), falanges proximais (Fp) e centrais (Fc).
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6- CONCLUSAO GERAL

Através deste estudo observou-se o desenvolvimento embrionario de K. scorpioides,
apresentando-se com caracteristicas unicas importantes para determinacdo de estagios de
desenvolvimento, este além de somar para o conhecimento desta espécie amazonica importante
para populagdes humanas tradicionais, auxilia as boas praticas de manejo reprodutivo da
espécie, como higienizacdo e manipulagdo adequada de ovos, contribuindo para produtividade
de plantéis, também auxiliando na definicdo do periodo termossensivel, determinacao sexual

de embrides e razdo sexual de filhotes, fundamentais parar 0 manejo ex situ e in situ.

Ademais, a andlise do desenvolvimento dos membros, demonstrou que a osteogénese
seguiu 0 padrdo comum em queldnios, porém observou-se que K. scorpioides apresenta
diferencas relacionadas ao habitat e funcdo, marcada por fusdo ou perda de elementos
esqueléticos. Ressalta-se a importancia desses dados como base comparativa para analises
filogenéticas, que visem compreender questdes evolutivas deste grupo, além de contribuir para
estudos relacionados a interferéncia de fatores externos causadores de anomalias do esqueleto

destes animais.
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