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RESUMO

Os filhotes e juvenis de queldnios ndo apresentam anatomicamente
caracteristicas sexuais secunddrias visiveis, nao sendo possivel diferenciar o sexo
através da observagdo da carapaca. Vdarios autores defendem a andlise histolégica como
a melhor técnica para se realizar a sexagem de filhotes da espécie Caretta caretta. Os
objetivos do presente trabalho foram realizar a identificacdo sexual de filhotes de C.
caretta através da morfometria geométrica da carapaga e plastrao e da histomorfologia,
além de verificar se hd diferenca entre as populagdes dos estados do Espirito Santo e da
Bahia com base na morfometria geométrica da carapaca e plastrdo. Foram utilizados
204 filhotes natimortos, coletados em diversos ninhos ao longo da praia de Sitio do
Conde, Conde, Bahia, e de Regéncia Augusta, Linhares, Espirito Santo, ambas
localizadas no Brasil. Para a andlise morfométrica, cada animal teve a carapaca e o
plastrdo fotografados e os softwares TPSUtil, TPSDig2 e MorphoJ foram utilizados
para a realizacdo das andlises pertinentes. Posicionados em decubito dorsal, os
espécimes foram ressecados e o plastrdo e visceras foram removidos para permitir a
visualizacdo das gbnadas e rins, que depois de fotografados foram armazenados em
formalina 10% tamponada. Posteriormente foram submetidos a técnica histolégica
convencional. Verificou-se uma razdo sexual favordvel as fémeas. A andlise de
componentes principais ndo apontou diferenca na carapaga e plastrdio de machos e
fémeas das duas localidades. Apenas a andlise de funcdo discriminante revelou que ha
diferenca entre a carapaca e plastrdo dos espécimes das diferentes localidades. As
gonadas estavam localizadas proximas ao hilo renal, com formato filiforme. Nos
ovarios foi possivel observar o coértex constituido por epitélio cibico simples ou
estratificado bem desenvolvido envolvendo a medula desorganizada e rica em matriz
intersticial. O cortex dos testiculos era composto por um epitélio pavimentoso simples,
medula muito bem desenvolvida e com pouca matriz intersticial, observando-se varios
tibulos seminiferos. Trabalhos realizados com filhotes de tartaruga cabecuda e outras
espécies de quelonios, utilizando a morfometria geométrica, também demonstraram
haver diferencas na carapaca e no plastrdo que distinguem o sexo de filhotes recém
nascidos. As caracteristicas histoldgicas identificadas foram semelhantes as encontradas
por outros autores. Outros trabalhos defendem que a anélise macroscépica € 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 promissora cuja andlise pode,
conforme nosso estudo, corroborar a existéncia de duas sub-populagdes que ocorrem no

litoral brasileiro.

Palavras-Chave: dimorfismo sexual, morfologia, morfometria geométrica, tartaruga

cabecuda



ABSTRACT

The hatchlings and juvenile turtles have not anatomically visible secondary sex
characteristics, so it is not possible to differentiate sex by viewing the carapace. Several
authors advocate histological analysis as the best technique for performing sex of the
Caretta caretta’ hatchlings. The aims of this study were to identify sex of hatchling C.
caretta by geometric morphometrics of carapace and plastron and histomorphology and
analyze if are difference between populations from Espirito Santo and Bahia by
geometric morphometric of carapace and plastron. 204 stillborn hatchlings were
collected in different nests along the Sitio do Conde’ Beach, Conde, Bahia and
Regéncia Augusta’ Beach, Espirito Santo, both located in Brazil. For morphometric
analysis each animal had photographed the shell and plaston and we used the software
TPSULtil, TPSDig2, and MorphoJ for morphometrics analysis. The specimens were
positioned and removed the plastron and some viscera to allow visualization of the
kidneys and gonads, photographed after they were stored in 10% buffered formalin. The
histological analysis followed the steps of conventional histological technique. Principal
Components Analyzes do not reveals difference in carapace and plastron between
females and males. Just discriminant function reveals there are differences between two
localities. The sex ratio was female bias in both localities. The gonads were located near
the renal hilum, with threadlike format. Ovarian cortex was possible to observe a well-
developed cuboidal epithelium, 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 medulla and low interstitial matrix, observing several
seminiferous tubules clearly distinguishable. Work done with hatchling loggerhead
turtles and other species also showed significant differences in the carapace that
distinguish the sex of young turtles. The histological features were similar to those
identified by other authors, some argue that the macroscopic analysis is sufficient to
identify the sex of hatchlings, 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 young C. mydas, but authors
disagree on this method to other species. Geometric morphometrics proved to be a
promising tool whose analysis could, according to our study, corroborate the existence

of two subpopulations that occur in the Brazilian coast.



Keys-Word: geometric morphometrics, loggerhead turtle, morphology, sexual

dimorphism
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1. INTRODUCAO

Os répteis atuais sdo representados pelos clados Archosauria (crocodilos e aves),
Testudines (tartarugas) e Lepidosauria (tuataras, serpentes, lagartos e anfisbénias)
(VITT & CALDWELL, 2014).

A Ordem Testudines ou Chelonia, da qual as tartarugas marinhas fazem parte,
juntamente com as tartarugas de dgua doce e as terrestres, surgiu ha cerca de 240
milhdes de anos (SCHOCH & SUES, 2015), no fim do periodo Tridssico, sendo as
formas terrestres portadoras de uma forte armadura, com funcao de blindagem, embora
se acredite que todas as tartarugas (terrestres ou nao) evoluiram de ancestrais aquaticos
(GAUTHIER et al, 2012).

O corpo dos queldnios estd envolto dentro dos ossos superiores (carapaga) €
inferiores (plastrdo) e em algumas espécies esses 0ssos se encaixam firmemente,
protegendo completamente os membros e a cabeca (VITT & CALDWELL, 2014). A
Ordem Chelonia possui grupos ecologicamente diversos, com animais totalmente
aqudticos (exceto no que diz respeito a deposicdo de ovos) e outros totalmente
terrestres; alguns sdo pequenos enquanto outros sao gigantescos; ha animais herbivoros
e também carnivoros (VITT & CALDWELL, 2014).

A espécie Caretta caretta (Linnaeus, 1758) (Testudines, Cheloniidae),
conhecida popularmente como tartaruga cabecuda, apresenta distribui¢do circunglobal
e, no Brasil, desova principalmente em dreas localizadas do Norte do Estado da Bahia,
do Estado do Espirito Santo, Norte do Estado do Rio de Janeiro e do Estado de Sergipe
(SANTOS et al., 2011). Porém, alguns espécimes, em diferentes estagios de vida,
também sdo observados na costa de diversos Estados do Brasil, desde o estado do Para
até o estado do Rio Grande do Sul (SANTOS et al., 2011).

As tartarugas marinhas, de modo geral, possuem um ciclo reprodutivo
considerado tardio, com a maturidade sexual sendo atingida por volta de 25 anos de
vida e sofrem alto grau de predagdo de seus ovos e filhotes (SANTOS et al., 2011).
Associado a essas caracteristicas biologicas e ecoldgicas das espécies, hd ainda
interacdes negativas com fatores antropicos, como pesca e poluicdo (MENDES et al,
2015; CARVALHO et al., 2015), que justificam a estatistica de que a cada 1000 filhotes
nascidos, um, no maximo dois, chegarem a idade adulta (SANTOS et al., 2011).

Por serem animais em constante perigo de extin¢do e facilmente afetados pelos

impactos da humanidade na natureza, técnicas ndo-invasivas que possibilitem estudos
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conservacionistas se tornam necessdrias, principalmente quando levado em
consideragdo a dificuldade em diferenciar-se externamente o sexo dos filhotes (ERNST
& BARBOUR, 1989).

Dessa forma, outros estudos, como os de Monteiro & Reis (1999), de Valenzuela
et al. (2004) e de Ferreira-Junior et al. (2011) tém sido realizados utilizando-se a técnica
de morfometria geométrica, um ramo da estatistica, que permite, através da andlise da
marcacdo de marcos anatdomicos (landmarks) nos objetos de estudo, observar-se
variacdes em sua forma, sendo util, para ilustrar proximidade filogenética entre os
animais, diferenciacdo sexual, entre outros.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivos verificar se existem
diferencas na forma e tamanho das placas da carapaca de filhotes machos e fémeas de
Caretta caretta; verificar se hd diferenca na razdo sexual entre os filhotes nascidos de
populacdes oriundas do estado da Bahia e do estado do Espirito Santo; observar e
descrever a morfologia e a anatomia das gonadas de filhotes machos e fémeas de C.
caretta; relacionar o dimorfismo sexual gonadal com as regides da carapaca dos
espécimes de C. caretta analisados e verificar se ha diferenca na carapaga e plastrao

entre os dois locais de coleta.

14



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tartarugas marinhas

Atualmente, sdao contabilizados 453 taxa modernos para tartarugas, sendo
reconhecidas 335 espécies (Van DUK et al, 2014), que ocupam os mais variados
ambientes, desde rios, lagos e pantanos até aquelas que vivem exclusivamente no
ambiente terrestre ou marinho (FERREIRA-J IjNIOR, 2009).

Existem sete espécies atuais de tartarugas marinhas no mundo e dessas, cinco
ocorrem no Brasil: Caretta caretta (Linnaeus, 1758), conhecida como tartaruga
cabecuda, Chelonia mydas (Linnaeus, 1758), chamada de tartaruga verde, Dermochelys
coriacea (Linnaeus, 1758) a tartaruga gigante, Eretmochelys imbricata (Linnaeus,
1766), a tartaruga de pente e Lepidochelys olivacea (Eschscholtz, 1829), a tartaruga
oliva (Figura 1). As outras espécies que nao ocorrem no Brasil sdo Natator depressus
(Garman, 1880), endémica da Austrdlia e Lepidochelys kempii (Garman, 1880),
encontrada no Golfo do México (Figura 2) Somente D. coriacea, esta incluida na
familia Dermochelyidae, enquanto as outras seis espécies sdo caracterizadas na familia
Cheloniidae. As espécies C. caretta e L. olivacea encontram-se em perigo, E. imbricata
e D. coriacea estdo criticamente em perigo e C. mydas estd classificada como
vulneravel, de acordo com o Ministério do Meio Ambiente (ICMBIO, 2016). Ja4 quando
se leva em consideracdo os critérios da International Union for Conservation of Nature
and Natural Resources (IUCN) os status sdo, respectivamente: vulneravel, vulneravel,
criticamente ameacada, vulnerdvel e ameacada (IUCN, 2016). J4 N. depressus apresenta
caréncia de informacOes e L. kempii estd classificada como criticamente ameacgada

(IUCN, 2016).
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Figura 1: Fotografias das tartarugas que ocorrem no Brasil: A- Chelonia mydas; B-Lepidochelys
olivacea; C- Eretmochelys imbricata; D- Dermochelys coriacea; E- Caretta caretta. Fotos: Sarah
da Silva Mendes (A, C, D e E) e Reptile Database (B).
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Figura 2: Fotografias das tartarugas que ndo ocorrem no Brasil: A- Natator depressus; B- Lepidochelys
kempii. Fonte: Reptile Database (2017).

As espécies atuais das tartarugas marinhas formam um grupo monofilético da
subordem Cryptodira, no qual todos os animais retraem a cabeca sobre um plano
vertical (STERLI, 2010). Quando comparadas com as outras espécies que compdem a
subordem Cryptodira, as tartarugas marinhas possuem habilidade muito limitada para
retracdo da cabeca, porém apresentam espessa e completa cobertura sobre o cranio, que
lhes confere protecdo adicional a essa regiao (STERLI, 2010).

Nos quelonios a determinagdo sexual pode ocorrer de duas formas: dependente
da temperatura de incubacdo (Temperature-Dependent Sex Determination - TSD), que
ocorre na maioria das espécies, inclusive em todas as espécies de tartarugas marinhas
(FERREIRA—J(JNIOR, 2009; KAWAGOSHI et al., 2012) ou através da determinagdo
genotipica (Genotypic Sex Determination - GSD), com os machos possuindo os
heterogametas (XY/XX) ou as fémeas (ZZ/2ZY) (KAWAGOSHI et al., 2012). Porém,
em 70% das espécies de queldonios o sistema de determinacdo sexual ainda é
desconhecido (FERREIRA-J IjNIOR, 2009). Nas tartarugas, apenas sete espécies foram
relatadas como portadoras dos cromossomos sexuais heteromérficos, sendo que cinco
possuem o sistema XX/XY (Acantochelys radiolata (Mikan, 1820) (Testudines,
Chelidae), Staurotypus salvinii Gray 1864 (Testudines, Kinosternidae), Staurotypus
triporcatus (Wiegmann, 1828) (Testudines, Kinosternidae), Sierbenrockiella
crassicollis (Gray, 1831) (Testudines, Geoemydidae)), Chelodina longicollis (Shaw,
1794) (Testudines, Chelidae) e duas possuem o sistema ZZ/ZW (Pangshura (Kachuga)
smithii (Gray, 1863) (Testudines, Geoemydidae) e Pelodiscus sinensis (Wiegmann,
1835) (Testudines, Trionychidae)) (MARTINEZ et al., 2008).

Ainda ndo estd claro, do ponto de vista filogenético, qual tipo de determinacao

evoluiu primeiro. No entanto, acredita-se que o TSD seria o mecanismo primitivo e que
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GSD surgiu de forma independente varias vezes dentro do clado dos queldnios
(EWERT & NELSON, 1991; JANZEN & KRENZ, 2004).

No caso do sistema TSD, a temperatura de fato relevante € a que atua
efetivamente no periodo termo-sensitivo. A temperatura anterior e posterior a esse
periodo sera determinante apenas para o desenvolvimento do embrido (YNTEMA &
MROSOVSKY, 1982). Georges et al. (1994) realizaram um estudo com C. caretta, no
qual comprovaram, através de um modelo, que a propor¢do didria de desenvolvimento
do embrido estd mais relacionada com a temperatura do que com o tempo ao qual o
embrido ficou exposto a essa temperatura.

Trabalhos realizados com diversos queldnios demonstraram que o efeito da
temperatura na determinacdo sexual dos animais € cumulativo, ou seja, no primeiro
terco de desenvolvimento embriondrio, a temperatura atua, ainda que de modo
reversivel, sobre a deteminacdo sexual. Somente apos o segundo ter¢o de incubagdo é
que a temperatura ird atuar de forma irreversivel, pois € nessa fase que age ativamente
sobre a sintese de enzimas envolvidas na diferenciacao sexual (BULL & VOGT, 1981;

PIEAU, 1996).

2.2 Caretta caretta

Os individuos da espécie C. caretta, ocorrem em todo o litoral brasileiro, sendo
observados desde o estado do Pard até o estado do Rio Grande do Sul. Estudos de
telemetria realizados no estado da Bahia mostraram a rota migratéria de 10 fémeas em
periodo reprodutivo, revelando um corredor migratorio por toda a costa Nordeste do
Brasil, com dreas de descanso e alimentacdo na costa Norte, especialmente no estado do
Cearda (MARCOVALDI et al., 2009).

Tartarugas cabecudas recebem esse nome devido a cabeca ser mais larga quando
comparada as outras espécies, possuir forma triangular e com dois pares de escamas
pré-frontais (Figura 3). O escudo nucal possui a margem dorsal ao pescogo e estd em
contato com o primeiro escudo lateral. Os filhotes possuem a carapaga marrom com
varios tons de cinza, com plastrdo apresentando colora¢do semelhante, enquanto os
adultos possuem a carapaga predominantemente marrom. As vezes, na carapaga dos
juvenis pode ocorrer sobreposi¢cdo dos escudos marginais, sendo que isso nunca
acontece nos adultos. A carapaga pode atingir até 105 cm de comprimento curvilineo
quando adultas e elas podem apresentar até 180 Kg. (PRITCHARD & MORTIMER,
1999).
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Sd@o animais com ciclo de vida longo, podendo atingir até 100 anos de vida e
comecam a se reproduzir entre os 25 e 35 anos, sendo que podem ovipositar até 120
ovos em cada ninho (SANTOS et al., 2011), sendo que apenas as fémeas abandonam o

ambiente aqudtico, no momento da desova (TAMAR, 2009; SANTOS et al., 2011).

Figura 3: Fotografia de uma fémea de Caretta caretta desovando em Regéncia (ES). Foto:
Sarah da Silva Mendes, 2015

O filhote (Figura 4) migra para a plataforma continental até atingir a parte
oceanica, aonde ird habitar e se alimentar até tornar-se juvenil. Nessa fase da vida sdo
oportunistas, no que diz respeito a sua dieta, tornando-se carnivoros no estigio de

juvenil e adulto (Figura 5) (BOLTEN, 2003).
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Figura 4: Fotografia de filhote recém eclodido de Caretta caretta em Sitio do Conde (BA). Foto:
Sarah da Silva Mendes, 2014

I. Ano d I1. Juvenil
15-63 cm

Um
<15 cm

Neritico para Ocednico
0 ocedncio

Ovo
Terrestre III. Juvenil

41-82 cm

Neritico ou oceiinico

V. Adulto

i 63-100 cm

Figura 5: Modelo conceitual da distribui¢do de tartarugas cabecudas por estdgio de vida e hibitat,
conforme proposto por TEWG (2009). O azul mais escuro representa os estagios I e II, ou o estdgio mais
tradicional da vida oceénica precoce, no qual as tartarugas ocupam exclusivamente os habitats ocednicos
apos a transicdo da praia para as dguas neriticas. O azul representa os estagios juvenis III e IV, no qual os
animais ocupam tanto habitats neriticos e ocednicos. E o azul mais claro representa os adultos que
ocupam habitats ocednicos, neriticos e terrestres (esse ultimo apenas para fémeas). Essa distribuicdo de
tamanho foi derivada de populagdes atlinticas e nido necessariamente refletem as populagdes globais.

Adaptado de Mansfield & Putman (2013).
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No Brasil, a temporada reprodutiva dessa espécie ocorre do final de agosto até o
fim de fevereiro, sendo os picos de desova de outubro a dezembro (MARCOVALDI &
LAURENT, 1996). Estudos feitos com populagdes de outros paises mostraram que o
intervalo entre as desovas pode ser de um a nove anos, com média de dois anos e meio a
trés e numa mesma temporada reprodutiva, uma fémea pode desovar até sete vezes, com
um descanso de até cinco dias entre cada desova (BJORNDAL, 1997; DODD, 1998;
SCHROEDER et al., 2003; TAMAR, 2009).

Para C. caretta, seu periodo termo-sensitivo (aquele no qual a acdo da
temperatura sobre o embrido € irreversivel na diferencia¢do das gdnadas) encontra-se no
segundo terco do desenvolvimento embriondrio (YNTEMA, 1979). Temperaturas mais
elevadas produzem fémeas e mais baixas machos (EWERT & NELSON, 1991), sendo a
temperatura de incubagao que resulta em 50% de cada sexo denominada de temperatura
pivotal (TP), (MROSOVSKY et al., 1984) e, nas populacdes brasileiras, ela gira em
torno de 29,2°C (MARCOVALDI et al., 1997).

A razdo sexual é um parametro fundamental da histéria de vida, sendo essencial
para o estudo da dinamica das populagdes. A propor¢do sexual no nascimento pode ser
diferente da razdo sexual entre a populacdo adulta e essa compara¢do pode informar
sobre outros parametros envolvidos nesse processo, como diferentes taxas de
mortalidade, migracdo e dispersdo diferenciada entre os sexos (BULMER, 1994). No
caso dos répteis, essa variagdo pode ser consideravel, variando de 1:1 para mais de 8:1
favoravel as fémeas (MROSOVSKY & PROVANCHA, 1989). Marcovaldi et al. (1997)
realizaram um estudo a fim de estimar a razdo sexual das populacdes de tartarugas
cabecudas que ocorrem no litoral brasileiro, assim como a temperatura pivotal para
essas populagdes. Para isso, realizaram testes tanto em laboratério quanto nas praias de
desova de 11 estados brasileiros. Eles verificaram que a temperatura pivotal para as
tartarugas cabecudas no Brasil € 29,2°C e que na Bahia, assim como na Flérida, hd uma

razdo sexual favoravel as fémeas.

2.3 Sistema Urogenital das tartarugas: caracteristicas e histologia
O sistema urogenital das tartarugas € composto por um par de rins e ureteres, as
gbnadas e seus ductos e os derivados das papilas genitais (pénis ou clitdris) no fim da
cloaca. Os rins trabalham na remog¢ao dos residuos nitrogenados e na osmoregulagdo.
Os ureteres transportam os residuos nitrogenados até a cloaca, onde eles podem ser

drenados para a bexiga urindria ou sdo eliminados. As gbnadas produzem os gametas e
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seus ductos transportam os ovos ou esperma até a cloaca. A bexiga urindria armazena
dgua e urina. Por fim, a cloaca é uma camara comum na qual os ureteres, os ductos
gonadais, reto e bexiga direcionam seus contetidos finais. A cloaca se comunica com o
exterior através de uma abertura localiazada em sua parte distal (WYNEKEN, 2001)
(Figura 6).

As gbnadas estdo localizadas dorsalmente na cavidade do corpo, posterior aos
pulmdes e ventral aos rins e a parede peritoneal. As fémeas possuem um par de ovérios,
ovidutos (também conhecidos como ductos Miillerianos) e ligamentos suspensérios ou
mesentéricos. O ovario e o oviduto variam de tamanho e morfologia de acordo com a
idade e nos intervalos entre as temporadas reprodutivas. Os machos possuem um par de
testiculos, epididimos, ductos deferentes, ligamentos suspensorios e um pénis. Ductos
Miillerianos podem persistir em alguns machos como um par de pequenos e lisos tubos,
com as paredes bem finas, localizados ao longo da parede corporal, suspensos por um
mesotubo, desde o ducto dos testiculos ou peritonio, sobrepondo os rins (WYNEKEN,

2001; MALVASIO et al., 1999).

ducto gonadal

Z

plastréo bexiga urodeum  papila genital

C . abertura
urinaria assessoria

Figura 6: Esquema do sistema urogenital de tartarugas. Adaptado de Wyneken (2001).

Muitas espécies de queldnios apresentam dimorfismo sexual entre os adultos,
enquanto os filhotes exibem nenhum ou discreto dimorfismo, que ndo pode ser
detectado externamente (ERNST & BARBOUR, 1989). Os recém-nascidos tipicamente
crescem por longos periodos de tempo antes de apresentarem qualquer dimorfismo

sexual externo, fato este que levou ao desenvolvimento de varias técnicas invasivas para
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se realizar a sexagem dos filhotes (VALENZUELA et al., 2004). Entre essas técnicas,
pode-se citar os radioimunoensaios (RIA), que quantificam as concentragdes de
esterdides circulantes no sangue (PINTO et al., 2015) ou no fluido amniético dos ovos
(GROSS et al., 1995), a histologia gonadal (PINTO et al., 2015) e a observacdo da
morfologia externa das gonadas, seja através de laparoscopia de animais vivos (WOOD
et al., 1983) ou pela dissecacdo de animais mortos, que é a técnica mais comumente
utilizada (SANCHEZ-OSPINA et al., 2014).

No entanto, vale ressaltar que hd grande contradi¢do sobre qual a melhor técnica
a ser utilizada para a sexagem de filhotes recém-eclodidos de quelonios (MALVASIO et
al., 2012). Yntema & Mrososky (1980) defenderam a andlise histoldgica como a melhor
ferramenta para se confirmar o sexo de filhotes recém-eclodidos de C. caretta. Porém,
Whitmore ef al. (1985) afirmam que basta apenas a observacdo macroscopica das
gbénadas para se realizar a diferenciagdo dos sexos de filhotes de C. mydas.

No trabalho realizado com filhotes recém-eclodidos das espécies Podocnemis
expansa (Schweigger, 1812) (Testudines, Podocnemididae) e Podocnemis unifilis
Trocschel, 1848 (Testudines, Podocnemididae) ndo foi observada diferenca histoldgica
entre as gonadas das duas espécies, o que permitiu que fossem adotados os mesmos
critérios de diferenciacdo do sexo para ambas as espécies. Os testiculos apresentaram
formato ovdide e os ovdrios mostraram-se relativamente mais alongados, sendo que
ambos localizavam-se junto ao hilo renal (MALVASIO et al., 2012). O estudo
histolégico demonstrou diferencas entre as gonadas dos dois sexos. No caso das fémeas,
observou-se presenca de apéndice remanescente no oviduto, epitélio composto por
células cubicas altas, células germinativas posicionadas centralmente aos foliculos,
apresentando nucleo claro e citoplasma disperso. Os machos possuiam oviduto
arredondado, com células cubicas baixas e auséncia de apéndices, tibulos seminiferos
com luz dilatada, presentes em toda a gonada, com células germinativas aderidas ao
epitélio dos tibulos seminiferos (MALVASIO et al., 2012).

Em estudo realizado por Yntema & Mrososky (1980) com filhotes recém-
eclodidos de C. caretta nao foi observada diferenca macroscOpica entre testiculos e
ovarios, o que levou a necessidade de exames histologicos para a determinacao do sexo
dos animais. Os ovérios apresentaram-se estruturalmente alongados, da regido anterior
para a regido postero-medial na face ventral dos rins, com o oviduto seguindo
lateralmente o ovario. A borda é serrilhada e o epitélio germinativo é delimitado a partir

da regidao medular pela tinica albuginea. Os testiculos possuem as bordas serrilhadas,
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porém menos serrilhada do que o ovario, além de sua superficie ser lisa e apresentar
corddes primdrios. O epitélio da superficie é constituido por uma camada simples de
células pavimentosas, com a tinica albuginea sendo visualizada sob ela, junto com os

tubulos seminiferos.

2.4 Morfometria geométrica como ferramenta em estudos com quelonios

Uma nova alternativa que tem sido abordada, a fim de minimizar ou substituir as
técnicas invasivas utilizadas atualmente é a morfometria geométrica. Ela pode ser
definida como a fusdo entre a geometria e a biologia, compreendendo o estudo da forma
em um espago bi ou tri-dimensional, que permite a investigacdo, em profundidade, de
mudangas morfoldgicas (MOLEN et al., 2007).

Bookstein (1991) definiu a morfometria como “o estudo estatistico da
covariancia entre mudancas de formas e fatores causais”, de modo que a morfometria
estuda exatamente as causas das diferencas de forma entre organismos, sejam
ecoldgicas ou filogenéticas (MONTEIRO & REIS, 1999).

Essa técnica propde o estudo das variagdes na forma e no tamanho a partir do
deslocamento no plano (2D) ou no espaco (3D) de um conjunto de pontos homdlogos
ou landmarks, que sdo definidos como “locais que t€ém nomes (ponte do nariz, ponta do
queixo) e que servem comos boas coordenadas cartesianas” (BOOKSTEIN, 1991).
Esses nomes sdo dados de modo a criar uma correspondéncia entre as formas
(homologia bioldgica). Assim, esses pontos anatdmicos nao apresentam apenas suas
proprias localizagdes, como essas devem ser exatamente as mesmas em todos 0s outros
exemplares da amostra (MITTEROECKER & GUNZ, 2009). A relacdo espacial em
duas ou trés dimensdes dessas landmarks se conserva ao longo de toda a andlise, o que
permite reconstruir com grande precisao a forma e o tamanho da espécie estudada.

Durante a dltima década, estudos anatdomicos foram complementados através da
morfometria geométrica, permitindo o cdlculo e a visualizacdo de mudancas da forma
global de o6rgaos e organismos (DEPECKER et al., 2006). Depecker et al. (2006)
utilizaram a morfometria geométrica para avaliar a forma da cintura escapular dos
diversos grupos de queldnios existentes, correlacionando o hédbito de cada uma delas e a
forma dessa estrutura. Seus resultados mostraram que existem quatro padrdes diferentes
para a cintura escapular e os valores da andlise de componente principal explicaram

73,2% da variagdo encontrada entre os grupos analisados, num total de 88 espécimes,
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distribuidos em 57 espécies e 13 familias, mostrando mais uma vez a plasticidade de
estudos que podem ser realizados através das andlises com a morfometria geométrica.

Rivera (2011) avaliou populacdes de jovens de Pseudemys concinna (Le Conte,
1830) (Testudines, Emydidae) que habitam diferentes regimes de fluxos aqudticos
(Iénticos e 16ticos) e a forma da carapaca e do plastrdo de machos e fémeas que vivem
em cada um desses tipos de ambiente. Ele verificou que a velocidade do fluxo d dgua
parece interferir na forma da carapaca e do plastrdo de ambos 0s sexos, pois 0s animais
que viviam no mesmo tipo de ambiente apresentam o mesmo padriao de forma e esse era
distinto quando comparado nos dois tipos de ambientes.

Ferreira-Junior et al. (2011) realizaram um estudo no qual a morfometria
geométrica foi utilizada para se verificar as variacdes na forma da carapaca e do plastrao
de filhotes da tartaruga marinha C. Caretta, de modo a correlacionar essas diferengas
com o tempo de incubag@o ao qual cada um dos ovos foi submetido. Foi verificado que
filhotes que ficaram incubados por mais tempo apresentaram a carapaga comprimida na
regido cranial e a regido anal era mais ampla e longa, quando comparada com a
carapaga dos filhotes que ficaram menos tempo incubados na areia.

Através de estudos de morfometria geométrica, Valenzuela et al. (2004)
conseguiram diferenciar machos de fémeas de duas espécies de tartarugas de dgua doce,
Chrysemys picta (Schneider, 1783) (Testudines, Emydidae) e P. expansa, com alta
precisao na atribui¢do do sexo, e concluiram que a morfometria geométrica fornece aos
pesquisadores uma poderosa ferramenta para diferenciar os sexos em filhotes de

tartarugas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao dos espécimes

Foram realizadas duas incursdes de coleta: a primeira na praia de Sitio do Conde
(11°51°12.87°°S, 37°33°45.74°°0), localizada no municipio de Conde, norte do estado
da Bahia, entre janeiro e fevereiro de 2014 (Figura 7) e a segunda na Reserva Bioldgica
de Comboios, localizada em Regéncia Augusta (19°40°15.92°°S, 39°52°55.92°°0),
distrito do municipio de Linhares, norte do estado do Espirito Santo, entre dezembro de
2014 e fevereiro de 2015. As coletas foram autorizadas pelo Sisbio-ICMBio (Sistema de
Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade do Instituto Chico Mendes) n° 41428-1 e
pelo Projeto Tamar. As coletas aconteceram em dois turnos distintos: no inicio da
manha, entre 6h até as 09h30min e durante a tarde, entre 17h e 18h30min, dependendo

da logistica adotada pelo Projeto Tamar.

Figura 7: Fotografia mostrando a abertura de ninho e coleta dos natimortos de Caretta caretta em

Sitio do Conde (BA). Foto: Jodo Abreu, 2014.

Nos dois Estados foram consultados os bancos de dados do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET) para obtencdo da temperatura do ar.
Os filhotes natimortos coletados, excluindo aqueles com ma-formacdes na

carapaca e/ou plastrio, foram conservados sob condi¢des de resfriamento a 4°C e,
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posteriormente, transportados em caixas de isopor para as respectivas bases do Projeto
Tamar em Sitio do Conde e Regéncia Augusta, onde as andlises foram realizadas. Os
exemplares foram agrupados de acordo com o ninho em que foram coletados e
armazenados em sacos plasticos “zip-lock” devidamente identificados. Posteriormente
foram colocados na posic¢do de decubito ventral e o plastrdo foi retirado com tesoura de
ponta fina e curva, através de um corte desde as axilas até a regido inguinal conforme
WYNEKEN (2001). Com o auxilio de uma pinga, visceras como figado, intestino e
bexiga foram retirados, de modo que os rins e as gonadas ficassem expostos e assim,
isolados do corpo dos animais. Um monobloco contendo gonadas, rins, glandulas
adrenais foi fotografado (Figura 8) e imediatamente imerso em solucdo fixadora

(formalina 10% tamponada).

Figura 8: Fotografia de um dos monoblocos amostrados, contendo as gdnadas (destacadas pelas setas) e

os rins, representados pela letra R. Foto: Sarah da Silva Mendes

3.2 Analises histologicas
Os 204 monoblocos fixados foram submetidos as etapas da técnica histoldgica

convencional (TOLOSA et al., 2003), que consistiu em um processo de desidratacdo em
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alcool (em diferentes concentracdes, sendo a inicial de 70% e finalizando com 100%).
Logo ap6s, seguiu-se a diafanizagdo com xilol, realizando-se em seguida a impregnacao
em parafina. Apds o processamento histolégico, cuidadosamente, as gonadas e rins de
cada espécime foram emblocados em parafina. Os blocos rigidos com os tecidos foram
levados ao micrétomo, onde foram seccionados cortes longitudinais de 4 pm de
espessura, em diversos niveis de profundidade. Em seguida, os cortes foram distendidos
em laminas e submetidos a coloracio de rotina hematoxilina-eosina (H&E) (TOLOSA
et al., 2003). Apds a montagem com laminula e Balsamo do Canad4, as laminas foram
analisadas em microscépio de luz. Toda a técnica histolégica e andlise microscépica
foram realizadas no laboratério de Histologia, do Departamento de Morfologia, do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Foram confeccionadas 1200 1aminas histoldgicas, e dessas, foram coradas em H&E
duas laminas de cada exemplar. As demais foram armazenadas, com os cortes em
branco, para posteriores coloracdes que fossem necessarias. Todas as laminas coradas
foram fotografadas no microscopio de contraste interferencial diferencial, modelo
BX41, marca Olympus, DIC, localizado no Laboratério Avangado de Zoologia da

Universidade Federal de Juiz de Fora.

3.3 Coleta dos dados e analises morfométricas

Para as andlises da forma e registro de detalhes importantes da carapaca e do
plastrdao foram tomadas fotos de ambas as estruturas de cada um dos espécimes
amostrados (83 natimortos para as andlises referentes ao estado da Bahia sendo 68
fémeas e 15 machos e 91 para as referentes ao estado do Espirito Santo, com um total de
53 fémeas e 38 machos), antes das gdonadas serem retiradas, utilizando uma camera
digital, com fun¢@o macro, Fujifilm®, modelo FINEPIX S2800 HD, fixada a uma altura
de 20 centimetros dos espécimes. Uma régua de 30 cm foi utilizada como referéncia de
escala. Em cada imagem da carapacga foram selecionados 30 landmarks (Figura 9), de
acordo com Valenzuela et al. (2004). Ja para as imagens do plastriao, foram selecionadas
12 landmarks (Figura 10), conforme Ferreira et al. (2011).

Bookstein (1991) classificou as landmarks em trés tipos: I, Il e 1. As landmarks
do Tipo I s@o justaposi¢cdes discretas de tecidos, as do Tipo II sdo pontos de mixima
curvatura ou processos morfogenéticos locais e as do Tipo III sdo pontos extremos
definidos por distancias através de uma determinada forma. As landmarks utilizadas

neste estudo foram as do tipo I. Para as anélises de morfometria geométrica, foi gerado
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um banco de imagens a partir do programa TPSUtil (ROHLF 2010a). Em seguida, os
landmarks selecionados foram pontuados através do programa TPSDig2 (ROHLF,
2010b).

Ap6s a prévia identificacdo dos sexos pela histologia, no programa Morphol
(KLINGENBERG, 2011), foi realizada a andlise de componentes principais (Principal
Components Analysis — PCA) sobre as coordenadas brutas de cada um dos landmarks
amostrados, a fim de ordenar e visualizar graficamente os dois grupos (macho X
fémea). No mesmo programa foi realizada a Andlise de Funcdo Discriminante, para os
mesmos dois grupos. Os mesmos testes foram realizados para verificar se ha diferenca
na carapaga e plastrdo dos exemplares coletados nas diferentes localidades amostradas
(Bahia x Espirito Santo). A visualizacdo das variagdes de forma evidenciando o
dimorfismo sexual foram representadas por gradis de deformacgdo, baseado em

deslocamento de vetores conforme Valenzuela et al. (2004).

Figura 9: Fotografia evidenciando as landmarks registradas na carapaca
de filhote de Caretta caretta.
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Figura 10: Fotografia evidenciando as landmarks registradas no plastrdo de filhote de
Caretta caretta.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise histologica

Anatomicamente as gobnadas estavam justapostas a cdpsula renal em contato com
o cortex renal, apresentavam formato filiforme e coloracdo esbranquicada (Figura 11).
Foi possivel a visualizacdo do cortex renal e das glandulas adrenais, sendo estas
localizadas entre os rins dos animais.

ApOs a andlise histoldgica, registrou-se uma maior ocorréncia no nascimento de
fémeas nas coletas realizadas do estado da Bahia, totalizando 68 fémeas, 15 machos e
20 espécimes cujo sexo ndo pode ser identificado devido ao elevado grau de autdlise
dos tecidos, quanto no estado do Espirito Santo, que totalizou 53 fémeas, 38 machos e
10 espécimes que nao puderam ser identificados.

Quando foi calculada a razao sexual dos filhotes amostrados, o estado da Bahia
apresentou valor de 4,5:1 favordvel as fémeas (82% das amostras correspondiam a
fémeas) enquanto que o estado do Espirito Santo apresentou o valor de 1,4:1 também
favoravel as fémeas (58% de fémeas). A temperatura média do ar foi de 29,9°C na
Bahia e de 27,1°C no Espirito Santo.

A gonada masculina apresenta o cértex constituido por um epitélio pavimentoso
simples e uma regido medular preenchida quase que totalmente por estruturas tubulares,
permeadas por um intersticio vascularizado. Essas estruturas tubulares sdo tubulos
seminiferos, que se apresentam em se¢des longitudinais, transversas, obliquas e algumas
tangenciais. Pode-se ver que esses tubulos estdo revestidos por um epitélio
aparentemente simples constituido por células de citoplasma claro e nicleo centralizado
(Figura 12).

O cortex dos ovarios constituiu-se por epitélio cibico, estratificado ou ndo e bem
desenvolvido, com uma regido medular desorganizada e rica em matriz intersticial, onde
se observou células com aspecto ovalado e nicleo bem centralizado que podem

representar células germinativas (Figura 13).
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Figura 11: Espécime de Caretta caretta , em vista ventral da cavidade peritoneal de Caretta

caretta, destacando-se: 1: traqueia; 2: coracdo; 3: estdmago; 4: gbnada; 5: rim. Foto: Sarah da

Silva Mendes
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Figura 12: Fotomicrografia, em corte longitudinal, do testiculo de Caretta caretta. Em A, observa-se o
testiculo de um espécime coletado na Bahia e em B o de um exemplar do Espirito Santo. Em ambas as
imagens destaca-se o cértex com epitélio pavimentoso simples (setas pretas), medula bem desenvolvida,
com destaque para os tubulos seminiferos (a). (A-H&E 100X); (B-H&E 100X).
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Figura 13: Fotomicrografia, em corte longitudinal, do ovario de Caretta caretta. Em A observa-se a
gbnada de um espécime da Bahia e em B de um exemplar do Espirito Santo. Nas duas imagens,
evidencia-se o cortex com epitélio ctbico estratificado (setas pretas) e medula desorganizada (a).
Destaque para as células com nicleos bem arredondados na margem das células (b), que podem se tratar
de ovocitos. (A-H&E 400X); (B-H&E 400x).
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4.2 Analise morfométrica

Analisando a carapaca dos filhotes do estado da Bahia, foi aplicada a andlise de
componentes principais (PCA), no qual se verificou que o Componente Principal 1
(PC1) explicou 25,45% da variacio da forma e o Componente Principal 2 (PC2)
explicou 12,14%. Os machos apresentaram-se mais distribuidos entre os valores
positivos de PC2. Enquanto as fémeas se distribuiram mais homogeneamente entre os

valores tanto positivos quanto negativos. (Figura 14).
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Figura 14: Andlise de Componente Principal da carapaga de filhotes natimortos de C. caretta.
Ap6s a sobreposicdo das coordenadas procrustes, gerou-se essa distribui¢do dos sexos, onde os
machos sdo representados pelos pontos azuis e as fémeas pelos pontos rosas. Observou-se que ha
uma sobreposicdo entre os sexos, evidenciando que ndo houve uma separagdo total entre esses,

porém os machos apresentaram uma tendéncia aos valores positivos de PC2.

Quando foi avaliado apenas PC1, foi possivel observar que a maior variagao
dentro da amostra ocorreu na regido onde se localizam as placas vertebrais, tendendo ao

alargamento de toda essa regido (PC1 positivo), assim como ocorreu na regido caudal
(Figura 15A e B).
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Figura 15: Grade de deformacdo baseada nos valores de PC1, com vetores indicando o
sentido da deformac@o. Figura A representa os valores positivos de PC1 enquanto a figura
B representa os valores negativos. E possivel observar uma deformagdo na regido da
carapaca onde se localizam as placas vertebrais tendendo ao alargamento de toda essa érea,
assim como na regido caudal dos filhotes de C. caretta. A titulo de localizacdo, a cabeca

estd voltada para a parte superior da figura.

Quando foram observados somente os resultados de PC2, notaram-se resultados
semelhantes ao de PC1 para a regido vertebral, com tendéncia ao alargamento,
especialmente na drea entre a terceira e quarta placas vertebrais (Figura 16A). Nesse
caso, os machos apresentaram a regido caudal com tendéncia a compressao (Figura 16

B).
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Figura 16: Grade de deformacdo gerada a partir de PC2, com vetores indicando o sentido da
deformacdo na carapaca. Figura A representa os valores positivos de PC2 enquanto a figura B
representa os valores negativos. Em A € visivel o alargamento da regido vertebral, com todas as
placas vertebrais tendendo a alargar-se, exceto o tltimo par, que assim como a regido caudal, tendeu

ao achatamento. A titulo de localizagdo, a cabega estd voltada para a parte superior da figura.
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O teste de funcdo discriminante ndo mostrou resultado que comprove haver

diferenca entre machos e fémeas (p >0.001) (Figura 17).
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Figura 17: Distribuicdo dos sexos gerada apds a andlise de funcdo discriminante, que foi
amplificada em 10 vezes, para enfatizar a diferenca entre os grupos. As barras azuis representam
os machos e as barras vermelhas representam as fémeas. 1-4 corresponde aos grupos aos quais as

amostras foram comparadas.

Assim como na andlise da carapaga dos filhotes, foi aplicado o teste de PCA
também nos dados originados através das imagens do plastrao, e se verificou que o
componente principal 1 (PC1) explicou 47,08% da variacdo da forma e o componente
principal 2 (PC2) explicou 11,82%. Da mesma forma que na andlise da carapaga do
mesmo Estado, os machos apresentaram-se mais distribuidos entre os valores positivos
de PC2. Enquanto as fémeas se distribuiram mais homogeneamente entre os valores
tanto positivos quanto negativos. Também ndo foi possivel observar a separacdo dos

grupos de machos e de fémeas (Figura 18).”
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Figura 18: Andlise de Componente Principal do plastrdo de filhotes natimortos de C. caretta. Apés a
sobreposi¢do das coordenadas procrustes do plastrio, gerou-se essa distribui¢do dos sexos, onde os
machos sdo representados pelos pontos azuis e as fémeas pelos pontos rosas. Observou-se que hd uma
sobreposi¢do entre os sexos, assim como houve na andlise da carapaga evidenciando que ndo houve uma

separagdo total entre esses, com os machos se distribuindo mais entre os valores positivos de PC2.

Quando somente PC1 foi analisado, observou-se uma tendéncia ao alargamento

do plastrdo de modo geral (Figura 19A), em especial quando se avaliou os valores

negativos de PC1 (Figura 19B).
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Figura 19: Grade de deformacdo gerada a partir de PC2, com vetores indicando o sentido da
deformag@o na carapaca. Figura A representa os valores positivos de PCl enquanto a figura B
representa os valores negativos. Em A € visivel um discreto alargamento da regido abdominal. Em B,
esse alargamento ja é mais perceptivel, na mesma regido da placa abdominal. A titulo de localizagdo,

a cabeca estd voltada para a parte superior da figura.
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Quando foram observados somente os resultados de PC2, notou-se novamente
uma tendéncia para o achatamento, na mesma regido evidenciada em PCI1, porém com

maior destaque para a regido da placa abdominal (Figura 20).
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Figura 20: Grade de deformacdio gerada a partir de PC2, com vetores indicando o sentido da
deformacdo na carapaca. Figura A representa os valores positivos de PC2 enquanto a figura B
representa os valores negativos. Em A ¢ visivel um discreto achatamento da regido abdominal. Em B,
esse achatamento ja € mais perceptivel, na mesma regido da placa abdominal. A titulo de localizacdo,

a cabega esta voltada para a parte superior da figura.

A andlise de fun¢do discriminante nio demonstrou haver diferenca entre a forma
do plastrao e o sexo dos espécimes de C. caretta (p >0.0001) (Figura 21) oriundos do

estado da Bahia.”
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Figura 21: Distribuicdo dos sexos gerada apds a andlise de funcdo discriminante, que foi amplificada em
10 vezes, para enfatizar a diferenca entre os grupos. As barras azuis representam os machos e as barras
vermelhas representam as fémeas. Houve uma pequena sobreposi¢do dos grupos, com as fémeas
tendendo a formar um padrdo separado. 1-4 corresponde aos grupos aos quais as amostras foram

comparadas.

Os mesmos testes foram aplicados nas amostras coletadas no estado do Espirito
Santo e o PCA da carapaca dos filhotes apresentou como resultado 18,81% para PC1 e

13,95% para PC2. Nesse caso também houve sobreposi¢cdo entre os grupos (Figura 22).
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Figura 22: Anélise de Componente Principal da carapaca de filhotes natimortos de C. caretta.
Apés a sobreposi¢do das coordenadas procrustes, gerou-se essa distribuicdo dos sexos, onde
os machos sdo representados pelos pontos azuis e as fémeas pelos pontos rosas. Observou-se
que hd uma sobreposicdo entre os sexos, evidenciando que ndo houve uma separacdo total

entre esses, que ndo ha um padrédo definido para cada um dos sexos.
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Quando foi avaliado apenas PC1, foi possivel observar uma leve deformacdo na
regido do segundo par de placas laterais, tendendo ao achatamento dessa regido (Figura
23A). Quando os valores negativos de PC2 foram avaliados, a maior deformacgdo

ocorreu na regido caudal, que também se achatou (Figura 23B).
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Figura 23: Grade de deformacdo gerada a partir de PC1, com vetores indicando o sentido da
deformacdo na carapaca. Figura A representa os valores positivos de PC1 enquanto a figura B
representa os valores negativos. Em A € possivel observar uma leve deformagdo na regido do
segundo par de placas laterais, tendendo ao achatamento dessa regido. Em B, quando avaliado os
valores negativos de PC1, a maior deformagdo ocorreu na regido caudal, que também se achatou. A

titulo de localizag@o, a cabega estd voltada para a parte superior da figura.

Quando foram observados somente os resultados de PC2, notou-se um
achatamento da regido caudal (Figura 24A) e uma leve deformac@o no tultimo par de

placas laterais, que também se achatou (Figura 24B).
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Figura 24: Grade de deformacdo gerada a partir de PC2, com vetores indicando o sentido da deformacdo
na carapaca. Figura A representa os valores positivos de PC2 enquanto a figura B representa os valores
negativos. Foi possivel notar-se um achatamento da regido caudal quando avaliado os valores positivos
de PC2 (A) e uma leve deformac@o no ultimo par de placas laterais, que também se achatou, quando
apenas os valores negativos de PC2 (B) foram avaliados. A titulo de localizacdo, a cabega estd voltada

para a parte superior da figura.”

A andlise de fun¢do discriminante nao demonstrou haver diferenca entre a forma

da carapaca e o sexo dos exemplares (p >0.0001) (Figura 25).

Frequency

1--4

Figura 25: Distribui¢do dos sexos gerada apds a andlise de fun¢do discriminante, que foi amplificada em
10 vezes, para enfatizar a diferenca entre os grupos. As barras azuis representam as fémeas e as barras
vermelhas representam os machos. Houve sobreposi¢do dos grupos. 1-4 corresponde aos grupos aos quais

as amostras foram comparadas.

Quando analisados os dados gerados a partir das imagens do plastrao dos
filhotes, o teste da PCA verificou que o PC1 explicou 34,86% da variacdo da forma e o
PC2 explicou 20,15%. Nao foi possivel visualizar a separacdo de dois grupos distintos

(Figura 26).
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Figura 26: Andlise de Componente Principal do plastrdo de filhotes natimortos de C. caretta.
Apbs a sobreposicdo das coordenadas procrustes, gerou-se essa distribuicdo dos sexos, onde os
machos sdo representados pelos pontos azuis e as fémeas pelos pontos rosas. Observou-se que ha

uma sobreposi¢do entre os sexos, evidenciando que ndo houve uma separagao total entre esses.

Quando foi avaliado apenas PC1, foi possivel observar uma variacdo apenas
quando avaliado os valores negativos de PCI1, que apresentaram um alargamento na

regido das placas abdominais (Figura 27 A e B).
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Figura 27: Grade de deformacio gerada a partir de PC1, com vetores indicando o sentido da
deformacgdo na carapaca. Figura A representa os valores positivos de PC1 enquanto a figura B
representa os valores negativos. Foi possivel observar uma variacdo apenas quando avaliado os
valores negativos de PCI1, que apresentaram um alargamento na regido das placas abdominais. A

titulo de localizagdo, a cabega estd voltada para a parte superior da figura.
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Quando foram observados somente os resultados de PC2, também houve maior
variacdo nos valores negativos de PC2, porém com tendéncia ao alargamento das placas

abdominais (Figura 28 A e B).
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Figura 28: Grade de deformagdo gerada a partir de PC2, com vetores indicando o sentido da deformagdo
na carapaca. Figura A representa os valores positivos de PC2 enquanto a figura B representa os valores
negativos. Assim como em PC1, também houve maior variacido nos valores negativos de PC2, porém com
tendéncia ao alargamento das placas abdominais (B). A titulo de localizacdo, a cabeca estd voltada para a

parte superior da figura.

A andlise de funcdo discriminante demonstrou ndo haver diferenga entre a forma

do plastrdao e o sexo nos espécimes analisados (p >0.0001) (Figura 29).

Frequency

1--4

Figura 29: Distribuicdo dos sexos gerada apés a andlise de funcdo discriminante, que foi amplificada
em 10 vezes, para enfatizar a diferenga entre os grupos. As barras azuis representam as fémeas e as
barras vermelhas representam os machos. Nota-se que houve grande sobreposicdo entre 0s sexos
levando em considera¢do as medidas amostradas no plastrao dos espécimes do estado do Espirito
Santo. 1-4 corresponde aos grupos aos quais as amostras foram comparadas.
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Ao comparar a carapaga dos espécimes do estado da Bahia e do estado do
Espirito Santo, a PCA apresentou um valor de 20,12% para PC1 e 12,27% para PC2,

sem ocorrer separa¢do entre os grupos (Figura 30).
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Figura 30: Andlise de Componente Principal da carapaga de filhotes natimortos de C. caretta dos
estados da Bahia e do Espirito Santo. Apés a sobreposicdo das coordenadas procrustes, gerou-se essa
distribuicdo com base na localidade de coleta dos exemplares, no qual os espécimes do Espirito Santo
sdo representados pelos pontos azuis e os espécimes da Bahia sdo representados pelos pontos

vermelhos. Observou-se que hd uma sobreposicio entre as duas localidades.

Quando apenas os valores de PC1 foram analisados, observou-se que nos
valores positivos de PC1 houve um achatamento dos dois primeiros pares de placas
laterais (Figura 31 A). Ja quando foi avaliado apenas os valores negativos de PC1, a

variacdo se restringiu apenas a regido caudal, que apresentou um achatamento (Figura
31B).

45



ks B
aq fw r_ 47 ‘| ‘j_
®- 3 4 @
| ¥ o2 4 RN o
B [
) 4 % 'E
| o7 P 4 - : !
p ..m ,_4 e ™ ‘-8
.E\ !l
135 é »2 ‘gg, 2% e E »
413 1353 j ? L] ’
1|3 '
26 &8 éF
e 5 XL 2l a0
§1e »
pl7 gt
.M ..JIZI

Figura 31: Grade de deformacgdo gerada a partir de PC1, com vetores indicando o sentido da deformagdo
na carapacga. Figura A representa os valores positivos de PC1 enquanto a figura B representa os valores
negativos. Foi possivel observar em A que houve um achatamento dos dois primeiros pares de placas
laterais. J4 quando foi avaliada apenas a figura B, a variag¢@o se restringiu apenas a regido caudal, que

apresentou um achatamento. A titulo de localiza¢@o, a cabega estd voltada para a parte superior da figura.

Quando foram observados somente os resultados de PC2, os valores positivos de
PC2 (Figura 32 A) mostraram uma tendéncia ao alargamento das placas laterais e da

regido caudal. Essas alteracdoes também foram perceptiveis nos valores negativos de
PC2 (Figura 32B).
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Figura 32: Grade de deformagdo gerada a partir de PC2, com vetores indicando o sentido da deformagdo
na carapaga. Figura A representa os valores positivos de PC1 enquanto a figura B representa os valores
negativos. Em A, pode-se observar uma tendéncia ao alargamento das placas laterais e da regido caudal.
Essas alteracdes também foram perceptiveis nos valores negativos de PC2 (B). A titulo de localizacdo, a

cabeca estd voltada para a parte superior da figura.

Ja a andlise de fun¢do discriminante confirmou que ha diferenca entre a carapaca de

individuos oriundos da Bahia e do Espirito Santo (p <0.001) (Figura 33).
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Figura 33: Distribui¢do dos espécimes dos dois Estados brasileiros, gerada apds a andlise de funcdo
discriminante, que foi amplificada em 10 vezes, para enfatizar a diferenca entre os grupos. As barras
azuis representam os individuos do Espirito Santo e as barras vermelhas representam os da Bahia. 2-3
corresponde aos grupos aos quais as amostras foram comparadas.
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As mesmas andlises foram realizadas com os dados do plastrdo, comparando os
dois Estados. Nesse caso, PCA apresentou 38,29% para PC1 e 17,27% para PC2 e

também ndo houve separacdo entre os grupos (Figura 34).
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Figura 34: Andlise de Componente Principal do plastrdo de filhotes natimortos de C. caretta dos estados
da Bahia e do Espirito Santo. Apds a sobreposicdo das coordenadas procrustes, gerou-se essa
distribuicdo com base na localidade de coleta dos exemplares, no qual os espécimes do Espirito Santo
sdo representados pelos pontos azuis e os espécimes da Bahia sdo representados pelos pontos

vermelhos. Observou-se que hd uma sobreposicdo entre as duas localidades.

Quando apenas os valores positivos de PC1 foram analisados, obteve-se uma
variacdo minima, o que pode ser percebida pelo gradil de deformagdo pouco alterado
(Figura 35 A). J4 quando se avaliou os valores negativos de PC1 foi possivel observar

as variagoes ocorridas, que tenderam ao alargamento da regido das placas abdominais
(Figura 35B).
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Figura 35: Grade de deformacgdo gerada a partir de PC1, com vetores indicando o sentido da deformagdo
no plastrdo. Figura A representa os valores positivos de PC1 enquanto a figura B representa os valores
negativos. Em A, pode-se observar que a variacio foi muito singela, o que pode ser percebida pelo gradil
de deformagdo pouco alterado. J4 em B, foi possivel observar as variagdes ocorridas, que tenderam ao
alargamento da regido das placas abdominais. A titulo de localizac@o, a cabega estd voltada para a parte
superior da figura.

Quando apenas os valores, positivos e negativos de PC2 foram analisados,
observou-se uma discreta variacdo, o que pode ser percebida pelo gradil de

deformacao levemente alterado (Figura 36 A e B).
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Figura 36: Grade de deformacgdo gerada a partir de PC2, com vetores indicando o sentido da deformagdo
no plastrdo. Figura A representa os valores positivos de PC1 enquanto a figura B representa os valores
negativos. Em ambas as figuras, deformacdo registrada foi muito discreta, haja vista o gradil de
deformacdo levemente alterado. A titulo de localizag@o, a cabecga estd voltada para a parte superior da
figura.

Ja a andlise de funcdo discriminante confirmou que hé diferenca entre o plastrdao

de individuos oriundos da Bahia e do Espirito Santo (p <0.001) (Figura 37).

Frequency

Figura 37: Distribui¢do dos espécimes dos dois Estados brasileiros, gerada apds a andlise de funcdo
discriminante, que foi amplificada em 10 vezes, para enfatizar a diferenca entre os grupos. As barras
azuis representam os individuos do Espirito Santo e as barras vermelhas representam os da Bahia. 2-3
corresponde aos grupos aos quais as amostras foram comparadas.
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5. DISCUSSAO

Os resultados encontrados para as razdes sexuais estimadas das populagdes tanto
do estado do Espirito Santo quanto do estado da Bahia, ambas favordveis as fémeas
estdo de acordo com o que se tem na literatura para a espécie C. caretta (Marcovaldi et
al., 1997). Um estudo realizado por Mrosovsky & Provancha (1989) identificou que
90% dos filhotes de tartaruga cabecuda que nascem no estado da Flérida sdo fémeas. E
90% dos ninhos que ocorrem no Atlantico Norte estdo localizados na Flérida e, dessa
forma, se todos os ninhos do norte da Flérida produzirem 100% de machos, ainda assim
haverd um viés de mais de 80% favordvel as fémeas em toda a costa leste dos Estados
Unidos da América (Shoop et al, 1985).

Isso pode estar relacionado também ao comportamento de filopatria, muito bem
documentado para as fémeas de tartarugas marinhas, que sempre voltam ao local aonde
nasceram para desovar (Santos et al., 2011). Marcovaldi et al. (1997) relatam que ha
encontros entre fémeas de populacdes norte americanas com machos oriundos de
populacdes brasileiras e que isso pode afetar também a razao sexual dos dois paises,
uma vez que o contrdrio também ocorre, mostrando assim que esse revés a favor das
fémeas € um fendmeno bem amplo.

A média das razdes sexuais encontrada por Marcovaldi et al. (1997) para o
estado da Bahia foi 94,3% favoraveis as fémeas e para o Espirito Santo foi 59,6%. Esses
resultados corroboram com os encontrados no presente estudo para a razao sexual mais
elevada na Bahia (82% das amostras correspondiam as fémeas), quando comparado com
o estado do Espirito Santo (58% de fémeas). Mrosovsky & Provancha (1992) também
encontraram valores parecidos em dois anos consecutivos de andlises realizadas no
Estado da Flérida: 94% no ano de 1987 e 87% no ano de 1988. E importante ressaltar
que pode haver variacdes entre uma temporada reprodutiva e outra e que quanto maior o
tempo de coleta e mais dreas de desovas englobadas, mais precisa se tornard a aferi¢cao
dos dados.

Para as andlises morfoldgicas, as caracteristicas histoldgicas identificadas foram
semelhantes as encontradas por Yntema & Mrosovsky (1980), Miller & Limpus (1981),
Malvasio et al. (1999, 2012) e Sari & Kaska (2016) para filhotes recém eclodidos. A
andlise macroscépica das gdbnadas ndo deve ser utilizada isoladamente para se definir o
sexo de filhotes recém eclodidos da espécie C. caretta como sugerido por Yntema &

Mrosovsky (1980), Wyneken et al. (2007) e Ceriani & Wyneken (2008). Esses autores
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descrevem os ovdrios como estruturas alongadas, apresentando as bordas onduladas,
com aspecto serrilhado enquanto os testiculos sao filiformes e possuem as bordas lisas.
As gonadas de C. caretta possuem formas dimorficas, assim como as de C. mydas,
diferentemente de D. coriacea, cujas gonadas apresentam-se mais homogéneas. Além
disso, os tecidos gonadais dos representantes da familia Cheloniidae sdo opacos,
distintos e mais facilmente observados enquanto que em Dermochelidae sdo
translicidos, com consisténcia mucosa e de dificil visualizagdo conforme Ceriani &
Wyneken (2008).

Wyneken et al. (2007) fizeram tanto o estudo histolégico quanto o exame
laparoscopico em filhotes de C. caretta, levando em consideracdo a sazonalidade das
coletas. Eles observaram que para a laparoscopia houve diferenca na forma das gonadas,
sendo que essas se apresentavam mais robustas no verao e outono e mais finas e lisas no
inverno e primavera, mostrando que essa nao € uma caracteristica muito confiavel. Nas
andlises histolégicas ndo houve diferenca entre os resultados encontrados ao longo de
todas as coletas, persistindo a mesma organizacdo histolégica tanto para a regido
cortical quanto para a regido medular das gonadas. Esse trabalho também adotou como
critério de identificacdo histoldgica dos tecidos a composicdo do revestimento e da
medula dos 6rgdos em questdo, corroborando mais uma vez a escolha desse critério de
classificac@o na presente pesquisa.

Técnicas histoldgicas ou imunocitoquimicas devem ser associadas a laparoscopia
ou ao exame macroscopico das gonadas para que se possa garantir com exatidao e
precisdo a correta sexagem dos animais. O que ndo ocorre, por sua vez, quando se trata
de filhotes muito jovens das espécies C. mydas e D. coriacea. No primeiro caso, a
andlise da cor e da forma ja permite definir corretamente o sexo dos filhotes na maioria
dos casos (RIMBLOT-BALY et al., 1987 ) e no segundo, o tamanho dos ovérios tende
a ser menor do que os testiculos (WHITMORE et al., 1985). Para filhotes e jovens com
comprimento da carapaca inferior a 15 cm ndo é recomendado o método de mensuragao
hormonal, uma vez que € necessdria a coleta de um elevado volume de sangue, o que
pode levar a morte do individuo, além das concentragdes hormonais nessa idade serem
muito baixas, podendo o resultado ser pouco conclusivo (OWENS, 1999).

No entanto Xia et al. (2011) realizaram um estudo com filhotes de C. mydas e
conseguiram mensurar a quantidade de estradiol e testosterona nesses animais.
Baseados na propor¢ao ‘“‘estradiol por testosterona” no corpo dos espécimes, eles

verificaram que quando essa é superior a 1,5 os filhotes sao fémeas e quando € inferior,
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sao machos. Logo, ha ainda muita contradicio no que diz respeito a mensuracdo
hormonal como ferramenta para a sexagem de filhotes.

Contudo, Ceriani & Wyneken (2008) e Wyneken et al. (2007) afirmam que o
tamanho, a cor, a textura da superficie € 0 modo como as gdnadas se prendem ao
mesentério ndo sdo indicadores confidveis para a definicdo do sexo de individuos nessa
idade, independente da espécie em estudo. Porém, no caso de D. coriacea e C. mydas,
os ovarios foram proporcionalmente mais longos, sendo este um bom indicador para
essas espécies, mas ndo para C. caretta. Portanto, deve-se ressalvar que as andlises
macroscopicas das gonadas somente devem ser feitas quando correlacionadas com o
tamanho do corpo do animal e nunca isoladas conforme sugerido por Wyneken et al.
(2007) e Ceriani & Wyneken (2008).

Sari & Kaska (2016) realizaram um estudo com natimortos de C. caretta
oriundos de uma praia do Mediterraneo. Nesse trabalho, eles fizeram um estudo tanto
histolégico quanto imunohistoquimico para avaliarem as gonadas e os ductos
paramesonéfricos dos exemplares e assim como no presente estudo, foram identificados
os ovdrios e os testiculos pela andlise da regido cortical ¢ medular, com as fémeas
apresentando a regido cortical bem desenvolvida nos ovérios e pobremente
desenvolvida nos testiculos.

Uma estrutura geralmente citada em trabalhos de histologia do sistema
reprodutor € o oviduto, que segue lateralmente ao ovéario e ao rim e possui forma tubular
semelhante ao observado por Yntema & Mrosovsky (1980). No presente estudo, esta
estrutura nao foi, de forma inequivoca, identificada. Apenas foi observado, em raros
exemplares, estruturas tubulares que podem representar formas imaturas de oviduto.
Embora varios niveis de corte tenham sido realizados, na tentativa de melhor avaliar e
identificar esses possiveis ovidutos, ndo foi possivel fazé-lo.

Para Trachemy dorbignyi (Dumeril & Bibron, 1835) (Testudines, Emydidae) a
andlise macroscOpica também foi efetiva na determinagdo do sexo de filhotes, conforme
Malvasio et al. (1999), onde os filhotes foram avaliados em dois grupos distintos:
individuos com até seis meses de vida e individuos com até um ano de idade. Ficou
constatado que ha pouca diferenca entre um estagio e outro. Essas diferencas foram
melhores percebidas nas andlises macroscopicas, porém, ao analisar os testiculos nas
duas faixas etdrias somente um individuo entre seis meses € um ano apresentou oviduto
remanescente muito pouco diferenciado, com tecido prismatico simples e os ovarios dos

animais nessa faixa ja possuiam indmeros ovdcitos pequenos e arredondados. Nesse
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caso, devido aos padrées anatdOmicos bastante caracteristicos pra cada gonada, a
presenca ou ndo do oviduto foi irrelevante para a classificagdo sexual dos exemplares de
T. dorbignyi, assim como no presente trabalho.

Mrosovsky & Benabib (1990) realizaram um trabalho a fim de avaliar dois
métodos de sexagem de filhotes de tartarugas: a histologia convencional e a utilizagao
de glicerina para envolver o material e tornd-lo transparente, sendo este tltimo método
mais barato e rdpido do que o primeiro. Os critérios utilizados para diferenciar o sexo na
presente pesquisa foram os mesmos utilizados e sugeridos por Yntema & Mrosovsky
(1980): presenca, na regido medular, de tibulos seminiferos imaturos nos machos e
epitélio germinativo no cortex das fémeas. Os resultados encontrados no presente
estudo com C. caretta foram diferentes para os dois métodos, sendo que o da glicerina
necessitou de muita aten¢do no momento da fixac@o e na escolha da coleta de material,
uma vez que as gonadas podem ficar transparentes demais e dessa forma, ndo
evidenciaram estruturas essenciais para a determinagdo do sexo, principalmente no caso
dos machos.

A morfometria geométrica ndo se mostrou uma ferramenta aplicdvel nos estudos
realizados com a finalidade de diminuir a utilizagdo ou aperfeicoar os métodos
tradicionais de sexagem de espécimes imaturos de Caretta caretta. As andlises feitas
com a morfometria geométrica ndo revelaram diferenca na carapacga dos filhotes. No
entanto, quando foi verificado se existe diferenca entre a carapaca e plastrdo dos
espécimes das duas localidades, a andlise de fun¢do discriminante mostrou que ha
diferenca entre as populagdes dos dois locais de coleta. Diferentes abordagens podem
ser realizadas utilizando-se os dados gerados pela morfometria geométrica, como pdde
ser visto em Valenzuela et al. (2004), Depecker et al. (2006) e Ferreira-Jinior et al.
(2011).

Estudos recentes de genética molecular realizados por Reis et al. (2010),
baseados em DNA mitocondrial, mostraram que a populacdo brasileira de Caretta
caretta € distinta das demais populagdes conhecidas no mundo, e se divide em duas sub-
populacdes: uma que ocorre no nordeste (em praias do estado da Bahia e do estado de
Sergipe) e uma no sudeste (em praias do estado do Rio de Janeiro e do estado do
Espirito Santo). Os autores detectaram um elevado fluxo génico entre as sub-populacdes
(Rio de Janeiro — Espirito Santo e Bahia — Sergipe). Esse fato pode ser um dos fatores
que explicam as diferengas encontradas pela morfometria geométrica na carapaga e no

plastrao das populagdes avaliadas nesse estudo.
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Reis et al. (2010) também observaram que a diversidade genética diminui do
norte para o sul, o que sugere que a colonizacao dos locais de ocorréncia dessa espécie
segue do norte para o sul ao longo da costa brasileira, provavelmente influenciado por
uma correte quente que flui do norte para o sul.

Ha ainda a ocorréncia de alto indice de hibridismo entre a tartaruga cabecuda e
Lepidochelys olivacea em Sergipe (Reis et al., 2010) e Eretmochelys imbricata (Lara-
Ruiz et al., 2006) na Bahia. Esse ultimo trabalho foi realizado em dois municipios
vizinhos ao local de coleta desse estudo na Bahia, o que indica que essa hibridizacao
também pode estar ocorrendo em Sitio do Conde, entretanto, estudos genéticos devem
ser realizados na 4rea, uma vez que os espécimes podem apresentar o fenétipo de uma
espécie com o haplétipo de outra.

No presente estudo, a andlise de funcdo discriminante confirmou haver diferenca
na forma da carapaca e plastrdo de filhotes recém nascidos da tartaruga cabecuda
origindrias da Bahia e do Espirito Santo, ainda que essas diferencas ndo sejam
observédveis sem a ajuda de ferramentas tecnolégicas. Dessa forma, essa abordagem
deve ser levada em consideracdo em outros estudos, pois diminui o nimero de
exemplares a serem eutanasiados, além de permitir outras maneiras para a confirmagao
do sexo em répteis, como o tempo e/ou a temperatura de incubagdo como comprovado
por Wyneken et al. (2007) e Ferreira-Junior et al. (2011).

Valenzuela et al. (2004) fizeram uso dessa andlise para tentar estimar oS sexos
de duas espécies de tartarugas de dgua doce, Podocnemis expansa (Schweigger, 1812)
(Testudines, Podocnemididae) e Chrysemys picta (Schneider, 1783) (Testudines,
Emydidae). Eles realizaram trés abordagens diferentes, com os dados gerados pela
andlise de morfometria geométrica, e os resultados do teste de funcdo discriminante
apresentaram maior grau de concordincia: 90% e 98%, respectivamente, para 0 sexo
dos filhotes, quando comparados com a regressao multipla (77% e 78%
respectivamente) e o teste K-means (69% para P. expansa e 61% C. picta). Neste
trabalho, o sexo dos filhotes foi anteriormente verificado através de radioimunoensaios
ou exame macroscopico das gdnadas.

Chiari & Claude (2011) também utilizaram a morfometria geométrica para
avaliar a forma da carapaca de duas linhagens de tartarugas de Galdpagos. Eles
observaram que existe diferenca na carapaca e na média do tamanho das duas
populacdes e que essa diferenca pode estar relacionada com a taxa de crescimento

alométrico. Além disso, houve diferenca entre os sexos e essa foi semelhante entre as
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linhagens. Esses autores nido souberam afirmar quais fatores explicariam as diferencas
morfoldgicas encontradas e sugerem que apenas um estudo mais amplo envolvendo a
filogenia de tartarugas extintas e ainda existentes poderia ajudar a elucidar essa questdo.

Estudo realizado por Ferreira-Junior ef al. (2011), com filhotes de tartaruga
cabecuda, demonstrou 84,7% de acerto no tempo de incubacdo dos filhotes, quando
comparada apenas a forma da carapaca e 77,4% de acerto, levando-se em consideragao
apenas a forma do plastrdo, com valores de PC1 de 28% e de PC2 de 14%. Nesse
trabalho, foi comparado o tempo de incubacdo dos filhotes, sendo considerados de
rapida incubacio os filhotes que eclodiram com menos de 55 dias e de longa incubacao
os que eclodiram com mais de 70 dias. Foi verificado que filhotes que ficaram
incubados por mais tempo apresentaram a carapagca comprimida na regido cranial e a
regido anal era mais ampla e longa, quando comparada com a carapaca dos filhotes que
ficaram menos tempo incubados na areia. Os resultados da andlise de funcgdo
discriminante também foram significativos, evidenciando que hd diferenca tanto na
carapaca quanto no plastrdo dos filhotes com diferentes tempos de incubagdo. Dessa
forma, os resultados encontrados na presente pesquisa para as diferencas entre
populacdes também corrobora a andlise de func¢do discriminante como uma &tima
ferramenta a ser utilizada em estudos de morfometria geométrica.

Ceballos & Valenzuela (2011) estudaram o dimorfismo sexual e sua plasticidade
na espécie Chelydra serpentina (Linnaeus, 1758) (Testudines, Chelydridae), coletando
no total 671 ovos, de duas localidades diferentes do estado de Iowa, EUA, e que foram
incubados, em laboratério, sob trés temperaturas diferentes: 26°C, 28°C e 31°C. Para
verificacdo do sexo dos filhotes foram feitos exames de laparoscopia e mensuracdo de
testosterona. Os filhotes foram acompanhados desde o nascimento até completarem
15,5 meses de vida e durante esse periodo, a cada seis meses, foram feitas digitalizagdes
da carapacga e do plastrdo dos espécimes. Houve diferenca na carapaca e plastrdo dos
exemplares tanto quando eram recém nascidos como quando estavam com 15,5 meses
de idade, sendo que os machos apresentaram a carapaca mais larga e mais alongada do
que a das fémeas, diferente deste estudo, cujos filhotes fémeas de tartaruga cabecuda
apresentaram um estreitamento da carapaca, tanto na parte posterior quanto anterior do
corpo.

No trabalho de Ferreira-Junior et al. (2011) o tempo de incubagdo foi um dos
fatores responsdveis pela diferenca na forma dos exemplares amostrados e, assim como

no presente estudo, o sexo pode responder por uma pequena parte das diferencas
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encontradas entre os espécimes. Novos estudos, com abordagens distintas e em
diferentes espécies devem ser realizados, de modo a corroborar os resultados
apresentados pela morfometria geométrica.

Dessa forma, em se tratando de um estudo no qual os exemplares ndo tiveram
suas condi¢des bioldgicas monitoradas ou manipuladas em laboratério, nao foi possivel
estimar a quanto tempo os espécimes jd estavam soterrados e como isso afetou a
qualidade das amostras coletadas. Por se tratar de uma espécie ameacada de extingdo, a
op¢ao de incubar os ovos em laboratério, em temperaturas controladas, para
posteriormente eutanasiar os filhotes recém eclodidos nao foi cogitada, o que de fato,
acarretou em alguns prejuizos na obtencdo dos dados.

Fica mais uma vez evidenciada a importancia do estudo histolégico como
ferramenta para estudos relacionados com o sistema reprodutor de filhotes da espécie C.
caretta, pois esta apresenta resultados mais especifico. Por serem muito imaturos
sexualmente, a melhor forma de diferenciar as gonadas dos filhotes € através da andlise

do cortex e medula dos 6rgdos, que apresentam diferencgas consistentes.
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Conclusoes

® As populacgdes brasileiras de tartarugas da espécie Caretta caretta apresentam razao
sexual favordvel as fémeas, tanto no estado da Bahia quanto no estado do Espirito

Santo;

e A andlise de morfometria geométrica deve ser mais explorada pelos estudiosos e
estendida a outras populacdes, pois além de ser um método ndo invasivo, € barato e
de f4cil aplicacao, muito eficiente e com grande aplicabilidade em planos de manejo

e conservacao de populacdes.

® A histologia se apresentou, ainda, como a melhor ferramenta para a identificacdo do

sexo de individuos muito jovens da espécie C. caretta.
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