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RESUMO

Os filhotes e juvenis de quelonios ndo apresentam anatomicamente caracteristicas
sexuais secundarias visiveis, ndo sendo possivel diferenciar o sexo através da observacdo da
carapaga. Varios autores defendem a andlise histologica como a melhor técnica para se
realizar a sexagem de filhotes da espécie Caretta caretta. O objetivo do presente trabalho foi
realizar a identificacao sexual de filhotes de C. caretta através da morfometria geométrica e
da histomorfologia. Foram utilizados 73 filhotes natimortos, coletados em diversos ninhos ao
longo da Praia da Guanabara, Anchieta, Espirito Santo, Brasil. Para a analise morfométrica,
cada animal teve a carapaca fotografada. Posicionado em decubito dorsal foram retirados o
plastrdo, intestino grosso, figado e bexiga para permitir a visualizacao das gonadas e rins, que
apos fotografados foram armazenados em formalina 10% tamponada. Foram utilizados os
softwares TPSUtil, TPSDig2, CoordGen, PCAGen e CVAGen para as andlises
morfométricas. O processamento do material seguiu as etapas convencionais da técnica
histologica. Com base na andlise de componentes principais (PCA), PC1 explicou 19,83% da
variagdo na carapaga dos filhotes, enquanto PC2 explicou 14,71%. Analise de variaveis
canodnicas revelou que hd uma tendéncia de dimorfismo sexual entre os filhotes, através da
carapaca e que essa pode estar relacionada com o sexo dos exemplares. As gonadas estavam
localizadas proximas ao hilo renal, com formato filiforme. Nos ovarios foi possivel observar
um cortex com epitélio cubico e bem desenvolvido, associado a uma medula desorganizada e
rica em matriz intersticial. O cortex dos testiculos era composto por uma fina camada de
epitélio pavimentoso simples, uma medula muito bem desenvolvida e com pouca matriz
intersticial, observando-se varios tubulos seminiferos, nitidamente distinguiveis. Trabalhos
realizados com filhotes de tartaruga cabeguda e outras espécies de quelonios, utilizando a
morfometria geométrica, também demonstraram haver diferencas na carapaca que distinguem
o sexo de filhotes recém nascidos. As caracteristicas histologicas identificadas foram
semelhantes as encontradas por outros autores. Outros trabalhos defendem que a analise
macroscopica ¢ suficiente para identificar o sexo de filhotes de tartarugas, o que foi
demonstrado efetivamente para Dermochelys coriacea e Chelonia mydas, mas ndo foi efetivo
para C. caretta. A morfometria geométrica se mostrou uma ferramenta util, tendo a
histomorfometria das gonadas de filhotes de C. caretta, confirmado o dimorfismo sexual
apontado pela morfometria geométrica.

Palavras-Chave: filhotes, tartaruga marinha, histologia, morfometria geométrica



ABSTRACT

The hatchlings and juvenile turtles have not anatomically visible secondary sex
characteristics, it is not possible to differentiate sex by viewing the carapace. Several authors
advocate histological analysis as the best technique for performing sexing chicks of the
species Caretta caretta. The aim of this study was to identify sex of baby C. caretta by
geometric morphometrics and histomorphology. 73 stillborn pups were used, collected in
different nests along the Guanabara’s, Beach Anchieta, Espirito Santo, Brazil. For
morphometric analysis each animal had photographed the shell. Were positioned supine
removed the plastron, large intestine, liver and bladder to allow visualization of the kidneys
and gonads, photographed after they were stored in 10% buffered formalin. We used the
software TPSUtil, TPSDig2, CoordGen, PCAGen CVAGen for morphometrics analysis. The
histological analysis followed the steps of conventional histological technique. Based on
principal component analysis (PCA), PC1 explained 19.83% of the variation in the carapace
of the puppies, while PC2 explained 14.71%. Canonical analysis revealed that there is a trend
of sexual dimorphism between the pups through the carapace and that this may be related to
the sex of the specimens. The gonads were located near the renal hilum, with threadlike
format. Ovarian cortex was possible to observe a cuboidal epithelium with well developed,
associated with a disorganized medulla and interstitial-rich matrix. The cortex of the testes
was composed of a thin layer of simple squamous epithelium, a very well-developed marrow
and low interstitial matrix, observing several seminiferous tubules clearly distinguishable. The
macroscopic analysis of gonads alone does not allow the differentiation of the sexes, thus
corroborating other work done with this species and other sea turtles. Work done with baby
loggerhead turtles and other species also showed significant differences in the carapace that
distinguish the sex of newly hatched chicks. The histological features were similar to those
identified by other authors, some argue that the macroscopic analysis is sufficient to identify
the sex of pups, which has been shown to effectively Dermochelys coriacea and Chelonia
mydas, but was not effective in C. caretta. Hormonal measurements were also satisfactory to
sex in order to cubs C. mydas, but authors disagree on this method to other species. The
geometric morphometrics has the potential to Histology is an excellent tool for choosing to

sex most used so far.

Keys-Word: hatchlings, sea turtle, histology, geometric morphometrics



i
LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Fotografias das tartarugas marinhas que ocorrem no Brasil: A- tartaruga cabeguda;

B- tartaruga oliva; C- tartaruga gigante; D- tartaruga de pente; E- tartaruga

Figura 2. Fotografias das tartarugas que ndo ocorrem no Brasil: A- Natator depressus; B-
LepidOChelyS KOMPIL............cc.oovuiiiiiiiiieiieeieeeeee ettt ettt et e et e e s enee 5
Figura 3. Desenho ilustrativo de um exemplar de Caretta carett..............ooevuveeeveencrveennnnnn. 6

Figura 4. Fotografia de filhote recém eclodido de tartaruga cabecuda se dirigindo para o

Figura 5. Esquema do sistema urogenital de tartarugas...........ccoeceevvereerienennieeiieneenenieseeeen 9
Figura 6. Fotografia mostrando a abertura dos ninhos e coleta dos natimortos de Caretta

COAFCTLQ e oeeeoeeeeeeeeee et e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaaeeenanans 14

Figura 7. Fotografia da disseccao dos espécimes de Caretta caretta e coleta das gonadas.

FOtO: JEANCATIOS ALVES. .. oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeeeaanes 15

Figura 8. Fotografia evidenciando as ‘“landmarks” registradas na carapaca de filhote de

CATCIA CAFCIL.....ooovveeeeeeeseeeeeeeeeeeeee et eeee e s e e ettt eeee e s e s e e et ea i rreeassseeetesaaraaaesseeeeenaaaraaaesees 15

Figura 9. Grades de deformacdao que representam a forma média de (A) machos de
Podocnemis expansa e (B) fémeas de P. expansa (C) machos de Chrysemys picta e (D)
fémeas de C.picta, como encontrados ao longo do eixo da fun¢do discriminante entre os
sexos. Circulos cinzas so6lidos destacam as regides da carapaga com diferengas significativas
entre 0s sexos, enquanto as regioes ovais tracejadas pretas denotam as diferencgas

significativas mais pronunciadas entre as €SPECICS........eruerruirrerierierierienieereneenieeresieenaeenees 16

Figura 10. Apos a sobreposi¢dao das coordenadas procrustes, gerou-se essa distribuicdo dos
sexos, onde os machos sdo representados pelos pontos pretos e as fémeas pelos quadrados
rosas. Observe que ha uma sobreposicdo entre os sexos, evidenciando que nao houve uma

separacao total entre esses, que nao hd um padrio definido para cada um dos

Figura 11. Grade de deformagdo baseada nos valores de PC1. E possivel observar na area
circulada de preto o achatamento da regido da carapaca dos filhotes de C. caretta, onde se

localizam o primeiro e o segundo pares de placas laterais...........cooceeverieneeniienenieneenenene, 19



iv
Figura 12. Grade de deformagdo gerada a partir de PC2, na qual ¢ visivel, nas areas
circuladas de preto, o achatamento da regido posterior da carapaca, através da compressao da

terceira, quarta e quinta placas vertebrais, do quarto e quinto pares de placas laterais e das

Placas SUPTA CAUAAIS. ......eeviriiriiiieeie sttt ettt sttt e e bt e be st e sbeenne e 19

Figura 13. Distribuicdo dos sexos gerada apos a andlise de funcdo discriminante, que foi
amplificada em 10 vezes, para enfatizar a diferenca entre os grupos. As bolas pretas

representam os machos e as cruzes pretas representam as f€meas..........cocceeveeeervenienieneenne. 20

Figura 14. Vista ventral da cavidade peritoneal de Caretta caretta, destacando-se: a: traquéia;

b: coracdo; c: estobmago; d: intestino; e: rim; f: gonada; g: figado.......ccoceceeviiiniiiiiieniieee, 22

Figura 15. Fotomicrografia de corte longitudinal dos tecidos, evidenciando do testiculo de
Caretta caretta (T) justaposta ao tecido conjuntivo da capsula renal (setas lilas); cortex renal

(CR). (HEE 200X ). ovveeoeeveeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeeeseeessseeessessesseeessssseesessesseeeessssseeseeseseeseseeeeesesees 23

Figura 16. Fotomicrografia, em corte longitudinal, do aparelho reprodutor de fémea de
Caretta caretta, evidenciando: A: cortex com epitélio cubico (b) e medula desorganizada (a)
(H&E 200X); B: destaque para o cortex com tecido cubico estratificado (a), medula rica em
matriz intersticial (b) (H&E 400X), C: Fotomicrografia de Malvasio et al (2012),

evidenciando as mesmas estruturas nos ovarios de Podocnemis expansa (H&E 400X)......... 24

Figura 17. Fotomicrografia do aparelho reprodutor de macho, em corte longitudinal, de
Caretta caretta, destacando-se o cortex com epitélio pavimentoso simples (a), medula bem
desenvolvida (b) e tabulos seminiferos (c¢), (A — H&E 200X); (B — H&E 400X); C:
Fotomicrografia de Malvasio et al (2012), evidenciando o oviduto remanescente (a), células
de Sertoli (b), epitélio pavimentoso simples (c) e tibulos seminiferos (d) nos testiculos de

Podocnemis expansa (H&E 100X)........ccciiiiiiiiiiiiieieeiieee ettt ettt 25

Figura 18. Fotomicrografias, em corte longitudinal, com coloragio especial, destacando em
A o ovario (O), revestimento estratificado dos ovarios (setas azuis) de C. caretta. (Reticulina
200X) e em B destacando os tibulos seminiferos dos testiculos (TS), evidenciando o seu

envoltorio reticular (setas azuis) (Reticuling 200X).......ccceeiviiieiiiiieiiieeiieecee e 25



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ..ot 1
2. REVISAO DE LITERATURAL........cocoiuiteeeeeeeeeeeeeeeeeee e 3
2.1. As tartarugas Marinnas..........coccueieiiieeiieecee et e st e e e e e e e e 3
2.2. A €SPECIC CATCUIA CATOIIA. .....eceeeeeeeaeeeeeeeieeieeee et e et e eae e eate et e saaeeseesaseenseennnas 6
2.3. Histologia do trato uro-genital..............ccceerieriiirieiiieiieeie ettt 8
2.4. MOrfometria GEOMEGLTICA. ....c..eeruveeiieriieetieeiie et eiee et e et eeateebeeseaeeteessbeenseessaeenseesneeenne 10
3. MATERIAL E METODOS..........cooiieeieeieeeeeeseeeeeeeeeeeeees s ese s 13
3.1.Obtenca0 dOS ESPECIMES. ...uuvieerieeeirieeiieeeiieeeireesreeesereeeseaeeessaeeessseeesaeesseeesseeensseens 13
3.2.Coleta dos dados e analises MOTfOMELIICaS. ......cecueruirierieniieienieierereeeeee e 13
3.3. AnAliSes hiStOIOZICAS. ....uuieiuiieiieeiiieiieie ettt ettt e e 16
4. RESULTADOS. ...ttt sttt ettt et e et eaeeneeeneeseeneeneeenee 18
4.1. Andlise MOTTOMELIICA. ..c...eiiuiiiiiiiii et 18
4.2, ANAlISES NIStOLOZICAS. . .eeeviieeiiieeiiieeiieeeiteeeteeeste e et eeetae e et e e sraeessbeeessseeessseeennseeennns 20
5. DISCUSSAD. ..ottt 26
6. CONCLUSOES........otviiimriieiiiierieeistiesise e iesese e ssss e sise st 31

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........cooieeeieeeeeeeeeeeeeses oo, 32



