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RESUMO

OLIVEIRA, Monique Pévoa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2019. Quantificacao da variacao morfolégica dos escudos da cabeca em
natimortos de Cheloniidae (Testudines) na Praia de Guriri, Sao Mateus, ES,
Brasil. Orientador: Pedro Seyferth Ribeiro Romano.

Variagbes na morfologia e numero de escudos epidérmicas do casco de tartarugas
marinhas sdo comuns, o que pode levar a identificacdo taxonémica incorreta. Neste
trabalho, espécimes natimortos de Cheloniidae foram coletadosna praia de Guriri,
Sao Mateus (ES), a fim de avaliar a variagdo morfolégica observada. Cerca de 70%
da amostra coletada (144 individuos) apresentaram variacao no numero de escudos
inframarginais esperados para as espécies encontradas. Com base principalmente
no numero de escudos, foram encontrados oito morfétipos diferentes, incluindo os
morfotipos de diagndstico das espécies com maior numero de desova na regiao,
Caretta caretta (n = 55) eLepidochelys olivacea (n = 12). Além disso, trés individuos
de Eretimochelys imbricata podem ser identificados como um terceiro morfétipo. Os
outros cinco morfétipos encontrados mostraram caracteristicas diagnosticas de mais
de umaespécie, sendo previamente interpretados como espécimes de C. caretta que
apresentam variacoes fenotipicas. A variacao na forma da cabecga foi, portanto,
quantificada pelo método da morfometria geométrica (GMM) usando pontos de
referéncia para verificar a quais espécies os espécimes "anémalos" anteriormente
classificados como C. caretta poderiam pertencer. Os resultados revelaram maior
semelhanca desses espécimes com os individuos indubitaveis de C. caretta,
levando-nos a concluir que esses individuos apresentam variacdode plasticidade
dessa espécie. Além disso, considerando que ha uma alta taxa de hibridacdo em
populagdes que nidificam na costa brasileira, sugerimos que individuos anémalos de
trés dos cinco morfétipos “andmalos” encontrados poderiam ser o resultado da
reproducao entre C. caretta com L. olivacea ou E. imbricata.

Palavras-chave: Chelonioidea. Carettini. Morfometria geométrica. Escamas
epidérmicas. Hibridizagao.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Monique Pévoa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2019.
Quantification of the morphological variation of the head scutes in stillborn
specimens of Cheloniidae (Testudines) in Guriri Beach, Sao Mateus, ES, Brazil.
Adviser: Pedro Seyferth Ribeiro Romano.

Variations in the morphology and number of epidermal scales on marine turtle’s shell are
common, which can lead to incorrect taxonomic identification. In this work, stillborn
specimens of Cheloniidae were collected at the Guriri beach, SdoMateus (ES) in order
to evaluate the observed morphological variation. About 70% of the collected specimens
(144 individuals) showed supernumerary and/or asymmetry in the number of
inframarginal scutes. Based primarily on the number of scutes, eight different
morphotypes were found, including the diagnostic morphotypes of the species with the
highest number of spawning in the region, Caretta caretta (n = 55) and Lepidochelys
olivacea (n = 12). Besides that, three Eretimochelys imbricata individuals could be
identified as a third morphotype. The other five morphotypes found shown diagnostic
features of more than one species, being previously interpreted as C. caretta specimens
that show phenotypic variations. The variation in the shape of the head was therefore
quantified via geometric morphometry method using landmarks in order to verifywhich
species the “anomalous” specimens previously classified as C. caretta could belong. The
results reveled greater similarity of these specimens to the undoubtful C. caretta
individuals, leading us to conclude that these individuals show plasticity variation of this
species. Moreover, taking into account that thereis a high rate of hybridization in
populations that nest on the Brazilian coast, we suggest that individuals of three of the
five “anomalous” morphotypes found couldbe the result of the cross reproduction of C.

caretta with L. olivacea or E. imbricata.

Keywords: Chelonioidea. Carettini. Geometric morphometrics. Epidermal scales.
Hybridization
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1- INTRODUCAO
1.1 - AS TARTARUGAS MARINHAS

As espécies viventes de Testudines Batsch, 1788, que abrange as tartarugas
marinhas, cadgados e jabutis, estdo classificadas em 13 familias e incluidas nas
subordens Pleurodira e Cryptodira, que apresentam monofileticismo sustentadopor
dados moleculares e morfolégicos (Gaffney & Meylan, 1988 Shaffer, Meylan &Mcknight,
1997; Cervelli et al., 2003; Krenz et al., 2005). A origem do grupo ainda causa muita
discussdo no meio cientifico, porém concorda-se que é uma linhagem muito antiga,
datando do Permiano (Lyson et al., 2013; Brinkman, Holroyd &Gardner, 2013). O casco
€ uma estrutura éssea, que diferencia os Testudines dos demais vertebrados, formada
a partir da conexao das vértebras, costelas, gastraliaestendida e cintura escapular com
a derme, durante o Triassico (Li et al., 2008; Schoch & Sues, 2015). A parte dorsal €
denominada carapaca e a parte ventral, plastrdao; e todo o casco é recoberto por
escudos epidérmicos (Brinkman, Holroyd& Gardner, 2013).

As tartarugas marinhas viventes pertencem a subordem Cryptodira, e se
distribuem por quase todo o mundo, com registros desde o Artico até a Tasmania
(Meylan & Donnely, 1999), porém a maior parte dos registros reprodutivos ocorrem em
aguas tropicais e subtropicais (Marquez, 1990). As setes espécies viventes estao
divididas em duas familias: Cheloniidae e Dermochelyidae.

A familia Cheloniidae apresenta carapaca e plastrdo désseos, recobertos de
escudos epidérmicos e seus representantes sao a tartaruga cabecuda (Caretta caretta
Linnaeus, 1758), tartaruga verde (Chelonia mydas Linnaeus, 1758), tartaruga de pente
(Eretmochelys imbricata Linnaeus, 1766), tartaruga oliva (Lepidochelys olivacea
Eschscholtz, 1829), tartaruga de Kemp (Lepidochelys kempii Garman, 1880) e a
tartaruga plana (Natator depressus Garman, 1880) (Santos et al, 2011). A familia
Dermochelyidae apresenta carapaga com reducao dos 0ssos, conectados por tecido
cartilaginoso, recorberta por pele. Atualmente, a tartaruga- de-couro (Dermochelys
coriacea Vandelli,1761) é a unica representante da familia Dermocheliidae (Bonin,
Devaux & Dupré, 2006; Santos et al., 2011).

As tartarugas marinhas apresentam comportamento altamente migratério e
estdo presentes em grande parte dos oceanos, em multiplos habitats (Marquez, 1990).
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Também possuem um complexo ciclo de vida, semelhante entre as espécies, e essas
caracteristicas sao dificultadores das pesquisas populacionais, ecoldgicas e
comportamentais sobre esses animais (Marquez, 1990; Bondioli,2009; Santos et al.,
2011). O litoral brasileiro € considerado local prioritario para conservagao das tartarugas
marinhas, pois além de ocorrerem desovas de cinco das sete espécies viventes, possui
importantes sitios de alimentacao (Santos et al.,, 2011), o que nos permite encontrar
tartarugas marinhas em todas as suas fases de vida. Por esses motivos, podemos
considerar o litoral brasileiro um lugar de grande importancia para estudos sobre esses
animais. Além disso, as populagdes brasileiras apresentam uma alta taxa de hibridizacao
quandocomparadas com populacées de outras regides do mundo (Vilaca & Santos,
2013) e ainda existe introgressao (cruzamento dos hibridos com uma das espécies

parentais) em algumas populagdes (Vilaga et al., 2012).

No estado do Espirito Santo (ES), ha registros de desova das cinco espécies de
tartaruga marinha encontradas no litoral brasileiro. O norte do estado € oprincipal sitio
de desova de Dermochelys coriacea no Brasil (Thomé et al., 2007; Passamani & Mendes,
2007; Santos et al., 2011). Caretta caretta é a espécie com maior numero de desovas no
ES (Passamani & Mendes, 2007; Baptistotte, Thomé & Bjorndal, 2003). Para
Lepidochelys olivacea, essa nao € a principal regiao de desova, porém sao registrados
ninhos no norte do estado (Passamani & Mendes, 2007; Santos et al., 2011). Os ninhos
de Eretmochelys imbricata ndo sdo muito incidentes nessa regido e os de Chelonia
mydas, sao muito raros, ja que essa Ultima espécie desova principalmente em ilhas
oceénicas (Passamani & Mendes, 2007; Santos et al., 2011). Na amostra deste trabalho
foram identificadas trés espécies: C. caretta, L. olivacea e E. imbricata.

Caretta caretta € popularmente conhecida como tartaruga cabecuda por
apresentar uma cabeca grande (em relacao as outras espécies) (Bonin, Devaux & Dupré,
2006). Pode ser identificada pelos cinco pares de escudoslaterais (ou costais) na
carapaca de coloragdo marrom-amarelada, trés pares de escudos inframarginais no
plastrédo, que apresenta coloragdo amarelo claro, dois pares de escudos pré-frontais e
trés pares de escudos pds-orbitais na cabeca (Marquez, 1990; Wyneken, 2001). Quando
adultos, sdo animais de grande porte, chegando a pesar 180 kg (Pritchard & Mortimer,
1999). Apresenta distribuicao circunglobal (Dodd, 1988) e, no Brasil, as areas prioritarias
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de desova estao localizadas no Sergipe, norte da Bahia, Espirito Santo e norte do Rio
de Janeiro (Marcovaldi & Marcovaldi, 1999; Marcovaldi & Chaloupka, 2007; Santos et al,
2011). A estacao reprodutiva acontece entre os meses de agosto a fevereiro, com pico
das desovas entre outubro e dezembro (Marcovaldi & Laurent, 1996). Esta éa espécie
com maior ocorréncia de desovas no litoral brasileiro (Marcovaldi & Chaloupka, 2007).

A espécie Lepidochelys olivacea apresenta coloragcédo verde oliva e por isso é
popularmente conhecida como tartaruga oliva. Pode ser identificada por possuir seis ou
mais pares de escudos laterais na carapaca de coloragcdo verde oliva escuro, quatro
pares de escudos inframarginais com poros no plastrdo, que apresenta coloracao
amarelo claro, dois pares de escudos pré-frontais e tréspares de escudos pés-orbitais
na cabeca (Marquez, 1990; Wyneken, 2001). Sado animais de médio porte, chegando a
pesar 50 kg quando adultos (Pritchard & Mortimer, 1999; Silva et al., 2007). Apresenta
distribuicdo em oceanos tropicais e subtropicais, sendo provavelmente a mais abundante
das espécies de tartarugas marinhas no mundo (Marquez, 1990; Marcovaldi, 2001;
Plotkin, 2007). No Brasil,as areas com maior ocorréncia vao do sul do estado de Alagoas
ao litoral norte da Bahia com maior densidade de desovas no estado de Sergipe
(Castilhos & Tiwari, 2006; Silva et al., 2007; Santos et al. 2011). O Espirito Santo € uma
area secundaria de desova, com poucos ninhos registrados por temporada (Santos et
al. 2011). A temporada reprodutiva vai de setembro até marco (Silva et al. 2007).

A espécie Eretmochelys imbricata pode ser facilmente reconhecida pela
justaposicao de seus escudos da carapacga, caracteristica que a leva a ser popularmente
chamada de tartaruga de pente. Possui quatro escudos laterais (ou costais) de coloracao
marrom, podendo ou ndo apresentar manchas, quatro pares de escudos inframarginais
sem poros no plastrao, que apresenta coloragdo amarelo claro, dois pares de escudos
pré-frontais e trés pares de escudos pds- orbitais na cabeca (Marquez, 1990; Wyneken,
2001, Santos et al., 2011). Sao animais de médio porte, chegando a pesar cerca de 80
kg quando adultos (Pritchard & Mortimer, 1999; Santos et al., 2011). Sua distribuigao é
principalmenteem regides tropicais, (Marquez, 1990; Santos et al., 2011) e as principais
areas de desova de E. imbricata no Brasil sdo o norte da Bahia, Sergipe e sul do Rio
Grande do Norte (Marcovaldi et al., 2011). O Espirito Santo € uma area com raras
desovas, com poucos ninhos registrados por temporada (Santos et al. 2011). A
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temporada de reproducdo ocorre principalmente entre novembro e margo, e no Rio
Grande do Norte, ainda se estende até abril (Marcovaldi et al., 2011).

A reducao drastica das populacgdes de tartarugas que desovam nas praias
brasileiras, que aconteceu ha algumas décadas, esta ligada a agao antropogénica,direta
ou indiretamente (Santos ef al., 2011; Bondioli, 2009). A caca desses animais era muito
comum, pois a carne e ovos sdo consideradas iguarias culinarias e o casco muito usado
para fabricacdo de ornamentos (Campbell, 2003; Santos et al., 2011). Nas ultimas
décadas a caca deixou de ser uma grande ameaca gragas a criacdo de projetos de
educacao e conscientizagdo ambiental e de politicas conservacionistas (Santos et al.,
2011). Entretanto a captura acidental por redes de pesca ainda € uma das grandes
causas de morte desses animais por afogamento (Santos et al., 2011). O acelerado
crescimento urbano nas regides costeiras € um dos fatores que mais causa impacto nas
populacdes de tartarugas atualmente: postes de luz, automoveis na praia e poluigdo das
aguas e das areas costeiras afetam todas as fases do ciclo de vida desses animais
(Bondiolli, 2009, Santos et al., 2011). Mesmo com as crescentes acdes de protecao e
preservacao, todas as sete espécies viventes ainda encontram-se ameacadas em algum
nivel (IUCN, 2017).

1.2 - MORFOMETRIA GEOMETRICA

O método de morfometria geométrica consiste na identificacdo e analise do
shape (configuragdo; formato) de uma estrutura, permitindo a descrigdo matematica das
variacdes da forma em relacdo a fatores causais (Bookstein,1991) a partir de marcos
anatdmicos (MAs) e suas posicdes relativas em coordenadas cartesianas (Rohlf & Slice,
1990; Rohlf & Marcus, 1993). Além disso, 0 método permite que o tamanho e a forma
sejam analisados independentemente. E uma ferramenta eficaz para avaliar e comparar
0s padrdes de variacdo morfoldgica e as alteragcbes nos padrbes ecoldgicos, de
desenvolvimento e filogenéticos (Rohlf e Marcus, 1993; Dryden e Mardia, 1998, Claude
etal., 2004).

Os MAs sao digitalizados em uma estrutura anatémica bidimensional (2D) ou
tridimensional (3D), e devem ser correspondentes entre todos os objetos da amostra.

Assim, sdo adquiridos os dados de coordenadas brutas dos MAs, fornecendo
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informagdes geométricas de suas posi¢oes relativas (Marcus et al. 1996; Adams et al.
2004; Zelditch, Swiderski & Sheets et al. 2012). Os dados passam pelo Ajuste de
Procrustes (Bookstein, 1991), a fim de eliminar os efeitos de escala, posicao e
orientacdo, e entdo, apenas a variacdo da forma € mantida e os dados podem ser
tratados estatisticamente.

O método tem sido cada vez mais empregado, pois é um método de baixo custo
e tem aplicagao em diversas areas da ciéncia. Com tartarugas, a morfometria geométrica
ja foi empregada em estudos de diferenciacao sexual (Valenzuela et al., 2004; Ceballos
& Valenzuela 2011; S6nmez et al. 2016; Kircher & Wyneken, 2017), morfologia funcional
(Dickson & Pierce, 2019; Stayton, 2011), variagdes morfoldgicas intra-especifica (Coelho
et al., 2018), alometria (Casale et al., 2017) e evolucao (Claude et al., 2004; Wernerbug
et al., 2014; Ascarrunz, Claude & Joyce, 2019).

1.3 - OBJETIVOS

Geral:
- Testar se a configuracao dos escudos da cabeca de Cheloniidae pode ser usada para
diferenciar os morfétipos, descritos a partir de caracteristicas do casco

Especificos:

- Descrever variacoes fenotipicas do casco em natimortos identificados como

Caretta caretta na praia de Guriri, ES.

- Quantificar a variagcdo geométrica da cabeca de natimortos de Cheloniidaea fim de
diferenciar espécies.

- Identificar morfétipos de possiveis hibridos entre as espécies que nidificam na praia
de Guriri-ES.
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2- MATERIAL E METODOS
2.1 - AREA DE ESTUDO

Natimortos de Cheloniidae foram

: * - / coletados durante o monitoramentode praias,
: executado pela Fundacédo Projeto Tamar, em

aproximadamente 39 Km de praia, que cobrem do

SAO MATEUS Farol Sul, na cidade de Conceicdo da Barra, ao

norte, até a localidade de Barra Nova, Sao

WX 6¢

Mateus, ao sul (Figura 1). Guriri € uma ilha, na

cidade de Sao Mateus, no norte do Espirito Santo.
Localiza-se a 18%42'58" sul 39%51'21" oeste, e
esta ao norte da foz do Rio Doce. Sua area total
é de 2.338,727 km? e esta a 215 Km de Vitdria,

capital do estado.

Figura 1: Mapa da cidade de S&o Mateus, ES, onde situa-se o balneario de Guriri.Destaca-se em
vermelho a regido de coleta das amostras deste trabalho.

2.2 - AMOSTRAGEM

Foram realizadas duas coletas entre margo/junho de 2016 (12 coleta) e
fevereiro/marco de 2017 (22 coleta), totalizando 322 espécimes coletados. Desses,
muitos foram descartados devido ao avancado estagio de decomposicido em que se
encontravam. Estido tombados 215 individuos, coletados em 35 ninhos diferentes, no
Laboratério de Paleontologia e Osteologia Comparada, do Departamento de Biologia
Animal, da Universidade Federal de Vigosa. Foi coletado tecido muscular de 66

espécimes para estudos moleculares.
2.3- IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

As caracteristicas morfolégicas usadas para identificagdo das espécies de

Cheloniidae sao, principalmente, o numero de escudos laterais na carapaca, numero de
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escudos inframarginais no plastréao, nimero de escudos pré-frontais na cabeca e formato
da cabeca (Whynneken, 2001). Os espécimes coletados foram identificados seguindo a

chave taxondmica de Whynneken (2001) (Anexo I).

2.4 - IDENTIFICACAO DE FASE DE DESENVOLVIMENTO

A fase de desenvolvimento de todos os espécimes da amostra foideterminada
utilizando a chave descrita em Miller et al. (2017) (traducdo no Anexo ). O
procedimento foi realizado para minimizar ruidos na andlise morfométrica, evitando
variacoes relacionadas a estagios de formagdo muito diferentes e que acarretam em
variacdes ontogenéticas nos escudos. Todos os espécimes selecionados para o estudo
estdo entre a fase 28 e 31b, quando todos os escudos da cabeca ja estdo formados e o
embrido jA possui todas as caracteristicas de um recém-nascido, permitindo a

identificacao precisa da espécie.

2.5 - DEFINICAO DE MARCOS ANATOMICOS

Foram escolhidos, na vista dorsal da cabeca, 21 MAs (Figura 2, Quadro 1), de
acordo com a visualizacdo de pontos que captassem o formato geral da cabecae a
geometria dos escudos craniais. Os MAs foram digitalizados nos dois lados dacabeca, a
fim de facilitar a visualiza¢ao da diferenca entre os formatos da cabeca entre as espécies
estudadas. Destaca-se que o conjunto de MAs é baseado em uma regidao anatémica
diferente daquela utilizada para determinacado dos morfétipos, que foram definidos com
base na morfologia, contagem e simetria de escudos do casco.



16

1PF - 1° par de pré-frontais
2PF - 2° par de pré-frontais
F - Frontal

PF - Frontoparietal

SO - Supraocular

T - Temporal

P - Parietal

% - Supranumerario

Figura 2: Esquema da vista dorsal da cabega de Caretta caretta. Os pontos em vermelho indicam

os marcos anatémicos, numerados na ordem de digitalizagao.
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Quadro 1: Descricao dos Marcos Anatémicos.

MA | Tipo Descricao
1 I Contato cranio-medial entre o 12 par de escudo pré-frontal
2/4 I Extremidade cranio-lateral do 12 par de escudo pré-frontal
3/5 I Contato lateral entre 0 12 e 0 22 par de escudo pré-frontal
6 I Contato medial do 2° par de escudo pré-frontal
2/8 | Contato lateral entre 0 2° par de escudo pré-frontal e o escudo
supraocular
9/10 | Contato entre o 2° par de escudo pré-frontal, escudo supraocular
e escudo frontal
11 [l Extremidade cranio-medial do escudo frontal
12/14 I Contato entre os escudos supraocular, frontal e frontoparietal
13 I Contato medial entre os escudos frontal e frontoparietal
15/19 | |l Extremidade lateral do escudo frontoparietal
16/18 | Contato lateral entre os escudos frontoparietal, parietal e
temporal
17 I Extremidade médio- caudal do escudo frontoparietal
20/21 | |l Extremidade latero-caudal do escudo parietal

2.6 - FOTOGRAFIA

Para obtencédo das imagens da vista dorsal da cabeca de cada espécime, foi
definido um protocolo de fotografia (descrito abaixo). As imagens foram adquiridas de
maneira padronizada, sempre utilizando a mesma camera Canon EOS1000D Digital
Rebel XS com lente de 18-25mm. As fotografias armazenadas em arquivos de formato
JPEG (Joint Photographics Experts Group).

A uniformizacéo da captacao das imagens em um mesmo eixo ortogonal foi feita
com a utilizacdo de um tripé como suporte para a camera digital, que foi acoplada de
modo que a lente ficasse paralela ao objeto (espécime) que estava em uma superficie
plana, a uma distancia de 31,5 cm. A camera foi usada nomodo manual, com as
seguintes configuracdes: zoom total, abertura F10.0,velocidade 1/13 e ISO 800. A
cabeca de cada espécime foi centralizada a fim de manter todos na mesma posigéo. O

foco foi ajustado manualmente para cada fotografia. Todos os espécimes foram
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fotografados junto ao numero de identificacdo e uma escala, em sequéncia, sem
desmontar a estrutura “cameraltripé/fundo”, a fim de padronizar e minimizar erros na

aquisicao das fotos.

2.7 - TESTES DE ERRO

Os testes de erro de digitalizagao e repeticao foram feitos seguindo o protocolo
de Adriens (2007). O teste de erro de digitalizacdo permitiu avaliar a habilidade em
localizar e assinalar os MAs em diferentes réplicas de uma mesma imagem. O objetivo
deste teste € identificar MAs de dificil repetitividade, para que estes sejam excluidos das
analises por embutir erros em demasia. O teste de erro de repeticdo permite avaliar a
habilidade em posicionar os objetos a serem fotografados, ou seja, o objetivo desse teste
€ avaliar se o posicionamento objeto/lente € padronizado e nao afeta a capacidade de

adquirir configuracdes dosespécimes.

Para o teste de digitalizagdo foi criado um arquivo no formato TPS no programa
TPS Util 1.76 (Rohlf, 2018). Neste arquivo foram digitalizados 21 MAsem um
subconjunto de 12 espécimes, identificados inicialmente como Caretta caretta e
Lepidochelys olivacea. Foram digitalizadas, utilizando o programa TPS Dig 2.31 (Rohlf,
2017a), trés réplicas de uma mesma fotografia de cada espécime. A avaliagdo do
resultado deste teste foi feita a partir da visualizagdo de graficos que mostram pontos
equivalentes as imagens digitalizadas, utilizando os programas TPS Small 1.34 (Rohlf,
2017b) e TPS Relw 1.69 (Rohlf, 2017c). No TPS Small podemos identificar quais sao os
pontos com distribuicdo anormal, que provavelmente possuem erros de marcacao
evitaveis. O TPS Relw permite identificar quais marcos estao envolvidos no erro. Os MAs
20 e 21 foram retirados, pois estavam em uma regiao de dificil visualizacdo e causando

ruidos na analise (ver resultados).

Para o teste de repeticdo foram sorteados 29 espécimes. A repeticao foi feita em
trés dias diferentes usando a mesma amostra. As diferencas entre as coordenadas dos
MAs obtidas a partir de fotos diferentes do mesmo espécime ndo deve ser alta.
Diferencas pronunciadas sao interpretadas como inabilidade para posicionar o

espécime. A avaliacao desse teste foi feita usando o TPS Relw, de maneira similar ao



19

teste de erro de digitalizagdo de MAs a partir da mesmafotografia.

2.8 - MORFOMETRIA GEOMETRICA

Foram selecionados 203 espécimes para a analise morfométrica, que foram
fotografados segundo o protocolo ja descrito anteriormente. Foi criado um arquivo TPS,
usando o programa TPS Util. Os 19 MAs definidos ap6s os testes de erro foram
digitalizados usando o programa TPS Dig. Usando o programa TPS Relw,foi feito a
superimposicao através das operacdes de Procrustes, para que parametros indesejados
(diferencas de tamanho, posicao e orientacdo) fossem removidos da matriz, restando
apenas a variacao da forma (Rohlf & Slice, 1990).0 método de superimposi¢cao adotado
foi 0 Generalized Procrustes Analysis (GPA), no qual os centroides dos espécimes sao
transpostos para a coordenada 0,0. As configuracdes sédo alinhadas pelo método dos
quadrados minimos (GLS, Generalized Least-Squares Procrustes superimposition
method) e o tamanho do centréide é transformado em =1 em todos os exemplares
(removendo a variavel de tamanho) (Zelditch, Swiderski & Sheets et al. 2012). Foram
salvas uma matriz com os dados apds o ajuste de procrustes (aligned specimens), uma
matriz com a configuragcdo média de cada espécime (consensus) e uma outra matriz com
os residuos de procrustes escalonados (Aligned specimens scaled) para cada arquivo

salvo.
2.8.1- ANALISES MORFOLOGICAS

A matriz de dados dos residuos de procrustes escalonados com todos os
espécimes foi importada no programa PAST 3.20 (Hammer, 2018), onde classificou-se
os morfétipos encontrados em grupos com cores diferentes, e foram feitas analises uni
e multivariadas para interpretacdo dos dados. Comparamos a variacao da média dos
centroides de tamanho da cabeca entre os morfétipos através do teste ndo-paramétrico
Kruskal-Wallis. O teste de Kruskal-Wallis € uma ANOVA nao-paramétrica, que compara
as médias de uma série de grupos univariados (Hammer, 2018). A escolha de um teste
nao paramétrico foi feita por termos um n amostral baixo (n<10) na maioria dos grupos,

0 que poderia afetar a normalidade dos dados.

Foi feita a Andlise de Principais Componentes (PCA), que expde a variacdo que
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cada componente principal (PC) retém na explicagdo dos dados. Usando o TPS Relw,
observou-se a qual caracteristica fenotipica a variagcdo em cada PC esta associada.
Também foi feita uma PCA utilizando apenas os morfétipos anémalos, a fim de observar
a estruturacdo no morfoespaco sem a interferéncia dos morfétipos de espécies puras.
Depois de analisar os resultados das PCAs, seguiu-se uma Anadlise Discriminante
usando a matriz total de dados, com o objetivo de facilitar a visualizag&o dos grupos pré-
definidos. Para a andlise discriminante foram ignoradas as premissas, portanto o

resultado nao tém validade estatistica.

Ainda foi feita a andlise de principais coordenadas (PCoA) com intuito de diminuir
ainda mais a dimensionalidade dos dados e facilitar a intepretacdo dos resultados. Os
dados utilizados consistem em uma matriz diagonal contendo valores de distancia de
Procrustes par a par entre as configuracoes médias dos morfétipos encontrados, obtidos
através do TPS Splin 1.20 (Rolhf, 2004). Essa analise é baseada na PCA, porém é mais
geral, pois outras medidas de dissimilaridade pode ser usada em relacao a distancia
euclidiana (Jongman, 1995). Neste trabalho foi usada a distancia Euclidiana, ja que as
variaveis eram quantitativas e o exponente de transformagdo com valor padrdo c=2
(Hammer, 2018).

2.9 - EXTRACAO DE DNA

Neste trabalho, utilizamos animais encontados mortos dentro dos ninhos,
que foram abertos manualmente ap6s a eclosao, portanto nenhum animal foisacrificado.
O tempo de morte dos individuos coletados nao pode ser identificado. Foi coletado tecido
muscular daqueles que estavam em estagio inicial de decomposigéo (tecidos frescos,
sem descoloragcdo e que nao apresentavam cheiroforte resultante de decomposicéo).
Cerca de 500 yL de tecido muscular foram coletados das patas anteriores de cada

espécime e fixado em etanol absoluto em ependorfs de 1 mL.

Usando o protocolo de Doyle & Doyle (1987), foram feitas trés extragdes do DNA.
Seguiu-se entdo com o mesmo protocolo, fazendo modificagbes no tempode lise
celular. Ainda foi feita a extracdo com alteracdo do material para purificagdo do DNA,

usando fenol: cloroférmio. Também foram feitas extracées de DNA por meio dos Kits de
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extracdo Wizard® Genomic DNA Purification Kit e Wizard® SV Genomic DNA

Purification System.

Foi feita eletroforese em gel de agarose 0,8% para visualizacdo do DNA,além

de quantificacao em espectrofotémetro NanoDrop One (Thermo Scientific).

3 - RESULTADOS
3.1 - IDENTIFICACAO DAS VARIACOES MORFOLOGICAS

Em mais de 50% da amostra tombada foi observada algum tipo de variagdo no
namero de escudos do casco (n=144), impedindo a identificacdo especificados
mesmos. Neste trabalho, chamaremos de andémalos os individuos que apresentam
alguma variacdo quanto a morfologia tipica das espécies analisadas. Os morfétipos
andmalos constituem variagdes morfolégicas das espécies, podendo corresponder a
plasticidades fenotipicas conhecidas (assimetrias de escudos e/ou presencga de escudos
supranumerarios) ou potenciais hibridos. Foram identificadas trés espécies na amostra:
Caretta caretta, Lepidochelys olivacea e Eretimochelys imbricata, além de cinco

morfétipos diferentes entre os anémalos.

Os individuos aqui identificados como an6malos apresentaram variagdo no
namero de escudos laterais na carapagca e de escudos inframarginais ou variacoes
apenas no numero de escudos inframarginais Também foram observados 133
espécimes com escudos supranumerarios entre 0s escudos frontais. Outras
caracteristicas diagndsticas, como o numero de escudos pré-frontais e a forma da

carapaga, ndo apresentaram variagao.

Variagbes muito parecidas foram unidas em apenas um morfétipo e os
morfétipos e com apenas um representante foram excluidos da analise. No Quadro 2
sao descritos os oito morfétipos encontrados na praia de Guriri. Foi utilizada a seguinte
formula a fim de facilitar a identificagéo da descricdo domorfétipo: n° de escudos laterais
(EL) na carapaga/ n° de escudos inframarginais (EIM) direitos/ n° de escudos
inframarginais esquerdos. O numero de escudos laterais sé foi incluido uma vez na
formula pois ndo houve assimetria em nenhum dos espécimes usados na analise. O

simbolo “*” foi usado ao lado dos EIM que apresentavam poros.



Quadro 2: Descrigao dos oito morfétipos encontrados na praia de Guriri.

lado direito e 4 EIM sem
poros no lado esquerdo

MORFOTIPO ESPECIE DESCRICAO FORMULA N
M1 Caretta 5 EL de cadalado e 3 EIM 5/3/3 55
caretta sem poros decada lado
Lepidochelys 6 ou mais EL de cada
M2 ) lado e 4 EIM comporos >=6/4*/4* | 12
olivacea
de cada lado
M3 Ergtichhe/ys 4 EL de cadalado e 4 EIM 4/4/4 3
imbricata sem poros decada lado
A 5 EL de cadaladoe 4 EIM
M4 Anomalo sem poros decada lado 5/4/4 59
M5 Andmalo 5 ELde cadaladoe 5 EIM 5/5/5 4
sem poros decada lado
5 EL de cada lado, 3 EIM
sem poros no ladodireito e
4 EIM sem poros no lado 5/3/4
M6 Anémalo esquerdoou 5 EL de cada ou 54
lado, 4 EIM sem poros no 5/4/3
lado direito e 3 EIM sem
poros no lado esquerdo
5 EL de cada lado, 3 EIM
sem poros no ladodireito e
5 EIM sem poros no lado 5/3/5
M7 Anbémalo esquerdoou 5 EL de cada ou 4
lado, 5 EIM sem poros no 5/5/3
lado direito e 3 EIM sem
poros no lado esquerdo
5 EL de cada lado, 4 EIM
sem poros no ladodireito e
5 EIM sem poros no lado 5/4/5
M8 Anbémalo esquerdoou 5 EL de cada ou 9
lado, 5 EIM sem poros no 5/5/4

22



A figura 3 ilustra a forma média dos escudos da cabeca de cada morfotipo.
As imagens foram feitas no programa TPS Thin-plate Spline (Rohlf, 2004), onde a
média de cada morfétipo € comparada a média geral e a diferenca entre elas é

quantificada pela distancia de procrustes (d?).

Constatou-se a presencga de mais de um morfétipo em um mesmo ninho. Vale
destacar o ninho tombado como H4, onde foram encontrados seis morfétipos
diferentes, incluindo todos os morfétipos das espécies puras. Os 3 espécimes
identificados como Eretmochelys imbricata estavam em ninhos diferentes,
identificados como ninhos de Caretta caretta. O ninho 29 apresentou espécimes com
morfologia de C. caretta, E. imbricata e um morfétipo intermediario entre as duas

espécies. A relagdo dos morfétipos se encontram no Anexo lll.

23



Figura 3: Forma média dos oito morfétipos encontrados na praia de Guriri, ES. A) Média geral, com
0s marcos anatdémicos nuerados na ordem de digitaliza¢do. B) Media do M1 (d?2=0,00784). C) Média
do M2 (d2=0,05204). D) Média do M3 (d2=0,05766). E) Média do M4 (d2=0,01090). F) Média do M5
(d?=0,03663). G) Média do M6 (d?=0,00687). H) média do M7 (d?=0,02757). I) Média do M8
(d2=0,03606).
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3.2 - ANALISE UNIVARIADA

A Figura 4 mostra o Box Plot que compara as médias de tamanho da cabeca
entre os oito morfétipos. Visualmente nao ha grandes diferengas entre eles. O resultado
do teste Kruskal-Wallis (p= 0,162) aponta que nao ha diferenca significativa ntre as

médias dos morfotipos analisados.

125 71 _ o
1.201

SR ENEDLE

1.05

1.00 o)
0.95- o

Tamanho do centrdéide

0.90+

085 *

1 2 3 4 5 6 7 8
Morfétipos

O Outlier
* Super Outlier

Figura 4: Box Plot do tamanho do centroide da cabecga dos oito morfétipos descritos neste trabalho.

3.3 - ANALISES MULTIVARIADAS
3.3.1- ANALISE DE PRINCIPAIS COMPONENTES (PCA)

A PCA da amostra total (Figura 5) mostra uma grande sobreposicao entre os oito
morfétipos encontrados no morfoespaco representado por pares de PCs (PC1xPC2,
PC1xPC3 e PC2xPC3). O PC 1 (variagao=30,7%) est4 associado principalmente ao
alongamento e estreitamento do focinho no escore positivo, enquanto a regido ocular se
alarga. Também ocorre um estreitamento na regido caudal no escore positivo. O PC 2
(variacdo=18,7%) corresponde a localizagdo do contato medial entre o 2° par de escudos

pré-frontais (MA 6). No escore positivo 0 contato entre eles ocorre mais préoximo ao
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escudo frontal e o focinho possui o formato de “V” mais pronunciado. Também no escore
positivo, ha um sutil alargamento na regido posterior da cabegca. O PC 3
(variacdo=10,7%) esta associado principalmente ao formato do focinho, que no escore
positivo apresenta o formato em “V”, quando toda a parte anterior da cabega fica mais
fina e a parte posterior alarga-se. O PC 4 (variacao= 7%) corresponde ao estreitamento
dacabeca, principalmente na regido central e caudal. O PC 5 (variacdo= 6%) esta
associado ao alargamento da regido ocular no escore positivo. O PC 6 (variacdo=>5,7%)
descreve o estreitamento da regido ocular enquanto a regiao mais rostral alarga-se. Os

seis PCs descritos estao acima da linha de Broken stick.

A PCA apenas dos andémalos (Figura 6) também ndo mostra uma boa
estruturagdo. O PC 1 retém 33,3% da variagdo e estda associado principalmente ao
alongamento e estreitamento do focinho no escore positivo, enquanto a regiao ocular se
alarga. Também ocorre um estreitamento na regido caudal no escore positivo. O PC 2,
que retém 18,5% da variacao, esta associado a regiao docontato medial entre o 2° par
de escudos pré-frontais. No escore positivo, o0 contato ocorre mais préximo ao escudo
frontal. O PC 3, que retém 9,2% davariagéo, esta associado, ao aumento da largura de
todo o cranio nos escores positivos. O PC 4 (variacao=7%), em escores positivos
descreve 0 aumento da largura na por¢ao rostral, e central do cranio, enquanto a porcao
caudal estreita- se. O PC 5 (variagao= 6,5%) esta na linha de corte de Broken stick, e
corresponde, no escore positivo, ao estreitamento do focinho enquanto a regido central

sofre um leve alargamento.
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Figura 5: Plots da Andlise de Principais componentes (PCA) com a amostra total separada nosoito
morfétipos descritos neste trabalho. A) PC1 X PC2; B) PC1 X PC3; C) PC2 X PC3.
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Figura 6: Plots da Analise de Principais componentes (PCA) com os cinco morfétipos anémalos
descritos neste trabalho. A) PC1 X PC2; B) PC1 X PC3; C) PC2 X PC3.
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3.3.2- ANALISE DISCRIMINANTE

Levando em conta que nenhuma estruturacao foi facilmente visualizada nos
PCAs, pois ha grande sobreposicdo entre os morfétipos, foi realizada uma analise
discriminante a partir de varidveis canénicas dos oito morfétipos, ja que essa analise
amplifica as diferencas entre os grupos, gerando uma melhor visualizagcdo da
estruturacdo dos grupos. E necessario explicitar que as premissas foram negligenciadas,
portanto essa analise ndo possui verdade estatistica, e foi usada neste trabalho apenas
para facilitar a visualizagdo dos morfétipos distintos. Os resultados (Figura 7)
demonstram que os individuos de Lepidochelys olivacea (M2) apresentam escores
negativos do CV1 maiores e Eretmochelys imbricata (M3), escores positivos do CV2
maiores. Caretta caretta (M1) e os demais morfotipos anémalos (M4-M8) se concentram
em escores (dos CV1 e CV2) mais proximos de zero, isto é, escores nao tao altos para

ambas variaveis canonicas.

CV1 45,97%

CV145,97%
® Morfotipo 1 @® Morfotipo 2 Morfétipo 3 @® Morfotipo 4
Morfétipo 5 @ Morfétipo 6 Morfétipo 7 @® Morfétipo 8

Figura 7: Analise discriminante realizada com os oito morfétipos descritos neste trabalho.
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3.3.3- ANALISE DE PRINCIPAIS COORDENADAS (PCoA)

O resultado, apresentado na Figura 8, plota o0 M1 (Caretta caretta) préximo aos
morfétipos M4 e M6, todos com escores negativos na CV1 e muito proximos a zero na
CV2. O M2 (Lepidochelys olivacea) apresenta escores muito positivos nos dois CVs. O
M3 (Eretmochelys imbricata) apresenta escore muito positivo para o CV1 e muito
negativo para o CV2. Os outros morfétipos (M5, M7 e M8) ficam mais préximos ao M1,
todos com escores negativos para o CV1. M5 e M7 apresentam escores negativos para
o CV2, enquanto o M8 apresenta escore positivo.

*m2
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0.454
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-0.45
-0.60- Mg
Eixo 1 (57%)
® Morfotipo 1 @® Morfétipo 2 Morfétipo 3 @® Morfotipo 4
Morfétipo 5 @® Morfoétipo 6 Morfétipo 7 ® Morfotipo 8

Figura 8: Analise de Principais Coordenadas (PCoA) mostrando a similaridade entre os oito
morfoétipos descritos neste trabalho.

Ainda usando PCoA, comparamos trés ninhos com maior n amostral (ninho 22:
n=35; ninho 26: n=84; ninho H4: n=35) a fim de visualizar se as distancias entre
morfétipos diferentes dentro de um ninho s&do maiores ou menores do que entre os
mesmos morfétipos em ninhos diferentes. Todos esses ninhos foram identificados em
campo como de fémeas de Caretta caretta. O resultado (Figura 9) mostra que os
espécimes de um mesmo ninho sdo mais semelhantes entre si do que a outros de ninhos
diferentes.
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Figura 9: Analise de Principais Coordenadas (PCoA) mostrando a similaridade entreespécimes
anémalos e de Caretta caretta coletados em trés ninhos diferentes.

3.4 - TECNICAS MOLECULARES

As primeiras extracdes feitas usando CTAB (Doyle & Doyle, 1987) resultaramem
amostras de DNA altamente degradadas, porém muito concentradas. Mesmo com 0s
ajustes feitos no protocolo o resultado obtido foi semelhante. Apds todasas extracoes,
foi realizada eletroforese em gel de agarose para visualizagao do resultado. Muitas nao
ficavam visiveis, e resolvemos corar um dos géis com brometo para melhor visualizacao
(Figura 10A). As extragbes com Kits de extragcdoda Wizard® também resultaram em

amostras com DNA degradado (Figura 10B), mas também em altas concentracoes.
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Figura 10: Fotos de resultados de extragédo de DNA: A) seguindo o protocolo de Doyle &Doyle (1987);
B) usando o Kit Wizard® SV Genomic DNA Purification System.

4- DISCUSSAO

As caracteristicas morfolégicas do casco, como forma, tamanho, coloracao,
namero e disposicdo dos escudos, sdo importantes na identificacdo genérica e
especifica dos Testudines (Medem, 1976; Pritchard & Trebbau, 1984; Molina & Rocha,
1996). Neste trabalho foram descritos oito morfétipos encontrados na praiade Guriri, ES,
em que cinco apresentam variagdes no numero de escudos, 0 que impediu a
identificacdo das espécies morfologicamente. Muitos autores também ja descreveram
variacdo no padrdao de escutelacdo de tartarugas marinhas (Deraniyagala, 1939;
Pritchard, 1979; Mast & Carr, 1989; Gadow, 1899; Ozdemir & Tlirkozan, 2005; Tirkozan
et al.,, 2010 e Cherepanov et al.,2019).

Acredita-se que defeitos no padrdo de escutelagdo da casco podem estar
relacionados a disturbios durante o processo de embriogénese, tais como baixa umidade
no ninho (Lynn & Ullrich, 1950), exposi¢cdo a temperaturas altas (Mallmann, 1994) ou
baixas (Molina, 1995) durante a incubacao. Segundo Mast & Carr (1989) o manuseio
de ovos apds a oviposicao pode acarretar variabilidadedos escudos, além de morte de

embrides. O transplante, a translocagédo e aincubacédo artificial de ovos de tartarugas
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marinhas devem, portanto, ser feitos apenas quando necessario para nao apresentar
riscos a ninhada. Ainda nado existe nenhum estudo na literatura sobre os aspectos
geoldgicos da praia de Guriri, e talvez eles sejam determinantes no processo de
formacao dos escudos das tartarugas. Levanto também a hipétese de que as variacdes
também podem estar associadas a presenca de veiculos na praia. Durante as coletas,
foram visualizadas motos e carros andando nas areias das regidées menos povoadas,
mesmo com a proibi¢cdo por leis. Estudos também devem ser feitos para avaliar mais
profundamente os impactos dessas infracbesna formagdo embrioldgica de tartarugas

marinhas.

Levando em conta o grande percentual de individuos na amostra com variagcoes
no numero de escudos do casco, destacamos que a identificacdo pode ser prejudicada
em campo. Além disso, medidas de conservagdo podem ser tomadas de maneira
errdnea, facilitando a vida e reproducéo de hibridos. A possibilidade de usar a geometria
dos escudos da cabeca para diferenciar as espécies seria uma forma de evitar erros
quando houver variacées no casco que impecam a identificacao especifica, aumentando

a credibilidade das informagdes coletadas em campo.

Os resultados encontrados nas PCAs e na CVA mostram apenas a diferenciacao
de Lepidochelys olivacea (M2) e Eretmochelys imbricata (M3) dos demais morfotipos e
entre si. O resultado da PCoA nos da uma melhor visualizagdo de quao diferente um
morfétipo é do outro, e o resultado aponta quea diferenga entre os morfétipos anémalos
e Caretta caretta € menor em relagdo as outras espécies. Esse resultado pode nos
indicar que os morfétipos anémalos sdo apenas variagdes fenotipicas de C. caretta que
é a espécie de maior ocorréncia na localidade (Santos et al. 2011).

Além dessa interpretacao, se levarmos em conta que o litoral brasileiro tém alta
taxa de hibridizacdo em comparagdao com o restante das populacdao mundial (Vilaca &
Santos, 2013), podemos inferir que existam hibridos em nossa amostra. Levantamos a
hip6tese de que o M5 e 0 M7 séo possiveis hibridos de C. caretta X E. imbricata, ja que
as distancias de dissimilaridade entre esses morfétipos e essas espécies sdo menores.
Também é o caso de M8, que pode ser um morfétipo hibrido de C. caretta X L. olivacea.

Sem os resultados moleculares ndo podemos afirmar a hibridizagdo, mas estudos com
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morfometria geométrica podem ser usados para mensurar dissimilaridades entre
morfétipos anémalos e de espécies puras. Caso realmente haja hibridizacdo, esse
fenbmeno pode ser explicado, no caso das populacdes de tartarugas marinhas
brasileiras, pela reducéo consideravel causada pela caca e a degradacao do habitat, que
leva a uma diminuigédo de parceiros nas areas de desova e pode estar contribuindo para
o cruzamento de espécies diferentes (Lara-Ruiz et al., 2006; Vilaga et al., 2012; Proietti
etal.,, 2014; Kelez et al., 2016).

A existéncia de mais de um morf6tipo em um mesmo ninho pode ser explicada
por algumas hipéteses: 1) variacao fenotipica em alguns individuos de uma espécie pura;
2) hibridizagéo; 3) erro na coleta de dados; 4) poliandria. Para morfétipos encontrados
na primeira coleta, ndo podemos afirmar que ndo houve erro na coleta de dados, pois
essa foi feita por terceiros, que na época trabalhavam no TAMAR, e temos apenas os
dados repassados por eles. Como exemplo, temos o Ninho 26, onde encontramos
exemplares de M1, M4, M5, M6, M7, M8 e ainda morfotipos excluidos da andlise, por

motivos ja justificados.

Porém, a hip6tese de poliandria pode explicar a maioria dos ninhos que
apresentaram morfétipos de duas espécies puras. Estudos ja demonstraram que a
multipla paternidade € comum entre as tartarugas marinhas (Pearse & Avise 2001;Leeet
al. 2004; Zbinden et al. 2007; Uller & Olsson, 2008). Dados ainda nao publicados de
Ferreira et al. revelam multipla paternidade em ninhos de Caretta caretta na praia de
Povoagéo, localizada proxima a Guriri. 46% - 86% dos ninhos tinham mudltiplos pais
com uma meédia de 1.57 - 2.0 pais por ninho. Levando em consideracao essa alta taxa
de poliandria nas desovas de uma praia da mesma regiao, podemos levantar a hipétese
de que também ha multipla paternidade em nossas amostras. Especificamente no ninho
29, onde foi encontrado morfétipos de Caretta caretta, Eretmochelys imbricata e um
morfétipo intermediario, a fémea pode ter cruzados com mais um macho de espécies
diferentes gerando filhotes com morfétipos intermediarios e puros das duas espécies.

Ressaltamos a importancia da parceria entre 0 TAMAR e os pesquisadores. Os
dados coletados pela fundacao, juntamente com estudos morfol6gicos e moleculares,

pode aumentar o conhecimento que temos sobre as populagbesbrasileiras de tartarugas,
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além de revelar formas eficientes de conservagdo emanejo. Para isso € necessario que
o TAMAR disponibilize condigdes de trabalhoe pesquisa, além de facilitar o acesso aos
seus dados de coleta. Ainda temos amostras de tecidos, e futuramente, outros
protocolos de extracao serao testadosa fim de acrescentar dados aos nossos resultados.
Esse é um estudo pioneiro de caracterizagao morfolégica da populacdo que desova na

praia de Guriri.

5- CONSIDERACOES FINAIS

-Foram identificados 8 morfétipos na praia de Guriri, ES, dentre eles, 3 de

espécies puras:

e M1 identificado como Caretta caretta, com 5 escudos laterais de cada lado

na carapaca e 3 escudos inframarginais sem poros de cada lado no plastrao;

e M2 identificado como Lepidochelys olivacea, com 6 ou mais escudos laterais
de cada lado na carapaca e 4 escudos inframarginais com poros de cada lado no

plastrao;

¢ M3 identificado como Eretmochelys imbricata, com 4 escudos laterais de cada

lado na carapaca e 4 escudos inframarginais sem poros de cada lado no plastrao.

eM4, com 5 escudos laterais de cada lado na carapaca e 4 escudos

inframarginais sem poros de cada lado no plastréo;

eM5, com 5 escudos laterais de cada lado na carapaca e 5 escudos

inframarginais sem poros de cada lado no plastréo;

¢M6, 5 escudos laterais de cada lado da carapacga, 3 escudos inframarginais
sem poros no lado direito e 4 escudos inframarginais sem poros no lado esquerdo ou 5
escudos laterais de cada lado na carapaga, 4 escudos inframarginais sem poros no lado

direito e 3 escudos inframarginais sem poros no lado esquerdo no plastréo.

¢M7, 5 escudos laterais de cada lado da carapacga, 3 escudos inframarginais
sem poros no lado direito e 5 escudos inframarginais sem poros no lado esquerdo ou 5
escudos laterais de cada lado na carapaca, 5 escudos inframarginais sem poros no lado
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direito e 3 escudos inframarginais sem poros no lado esquerdo no plastréo.

¢M8, 5 escudos laterais de cada lado da carapaca, 4 escudos inframarginais
sem poros no lado direito e 5 escudos inframarginais sem poros no lado esquerdo ou 5
escudos laterais de cada lado na carapaga, 5 escudos inframarginais sem poros no lado

direito e 4 escudos inframarginais sem poros no lado esquerdo no plastréo.

- A morfometria geométrica como ferramenta para identificacdo de espéciesé
valida, e contribui para estudos morfolégicos com resultados mais robustos. Esse
método é uma alternativa valida para evitar erros quando houver variagéesno casco que
impecam a identificagdo especifica, aumentando a credibilidade das informacdes

coletadas em campo.

- A presenca de um morfotipo de Eretmochelys imbricata nao € indicio que esta
espécie esteja desovando na praia de Guriri, algo incomum para a regidao. Pode estar
havendo poliandria na populacao, o que explicaria a presenca desse morfétipo em um
ninho identificado como de Caretta caretta. Porém essa hip6tese leva em conta de que

também haja hibridizagdo na populagéo.

- Embora assimetrias e polimorfismos quanto ao nimero de escudos sejam
relativamente comuns em tartarugas, a elevada observacdo de -caracteristicas
diagnésticas das duas espécies num mesmo individuo pode ser indicio de hibridizacao
entre populacbes das duas espécies que desovam na Praia de Guriri. Assim, a
diminuicdo da oferta de parceiros nas areas de reproducao, pode estar favorecendo o

cruzamento entre espécies que nidificam na regiéo.
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ANEXO |

CHAVE PARA IDENTIFICACAO DE ESPECIES DE TARTARUGAS
MARINHAS

Fonte: WYNEKEN, J. 2001.The anatomy of sea turtle. NOAA Technical
Memorandun NMFS-SEFSC470,US Department of Commerce, 172p.
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ANEXO I
CHAVE PARA IDENTIFICACAO DA FASE DE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO

Fonte: Tradugéo feita de MILLER, J. D. etal. 2017. Afield key to the developmental stages
of marineturtles (Cheloniidae) with notes on the development of Dermochelys. Chelonian
Research Foundation, v16, n2, p111-122.

(% DT [tempo de desenvolvimento] = % de tempo de incubacéo desde a oviposicao até
asaida dos ovos incubados a 29 ° C)

1a. Embrido reconhecivel como uma tartaruga, com pigmento na
o2z 1= o = To= H PP PP PP PPPPPPRPPPN 23
1b. Embridao diferente do acima..........ooooeeoeiiiiiiiiee e 2

2a. Embriao com membros torcidos de forma plana contra os lados do corpo e

COMPIGMENTACAD A T1IS. ittt e e e e e e s e e eeas 21
2b. Embrido diferente do aCima........coooiiiiiiiiiiieeee e 3
3a. Embridao com cabega e olhos definidos e com brotos laterais protuberantes........... 17
3b. Embrido diferente do aCima........coooi i 4
4a. Embrido principalmente em forma de disco, sem protuberancias oculares................ 5
4b. Embrido alongado com protuberancias oculares definidas...........cccccocvviiviiiiieennnen. 13

5a. Blastoporo moldado como uma fenda transversal ou como um crescente largo,

anteriormente aberto........oooveviiiiii Fase 6 [0,5 + 0,5% DT]
5b. Embrido diferente do @Cima........cccuueiiiiiiiiieieie e 6
6a. Blastoporo posterior em forma de abertura crescente........... Fase 7 [1,2 £ 0,5% DT]
6b Embrido diferente do aCima.........ooooiiiiiiiiii i 7
7a. Blastoporo em forma de "U" invertido; dobra da cabeca indicada.................... Fase 8

[2,8 £ 0,5% DT]
7b. EMDbriao diferent@ O aCimia. ... oo 8

8a. Blastéporo em forma de "U" invertido; dobra da cabega localizada posterior-mente
emforma de abertura crescente; nenhum somito presente........ccceeeeeeeiieiiiiiciccnnnns Fase 9
[3,8 £ 0,5% DT]
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8b. EMDbriao diferent@ O @Cima. . .o e 9

9a. 2 ou 3 pares de somitos presentes; as cristas neurais tocam a extremidade posterior
(o b= W oz= o 1= T oz H PSRRI Fase 10 [4,8 £ 0,5% DT]

9b. Mais de 4 pares de SOMIt0S PreSENTES. ......cooiiii i 10

10a. 5 ou 6 pares de somitos presentes; cristas neurais tocando ou se fundindo ao

longoda linha média da cabega............cccccmrmriiiiiiiiiiiieieeeee e Fase 11 [5,7 £ 0,5% DT]
10b. Mais de 6 pares de SOMItOS PreSENTES. .....cccuviiiiiee i 11
11a. 8-10 pares de somitos presentes; amnio cobre cerca de metade do comprimento
1 (0] ¢- | SR Fase 12[6,7 £ 0,5% DT]
11b. Mais de 11 pares de SOMIt0S PreSENtes. ......coooueiiiiiiiiiiieeeeee s 12

12a. 12-14 pares de somitos presentes; canal neurocéntrico delimitado posteriormente
por uma crista baixa; amnio cobre cerca de trés quartos do comprimento

(0] = | SRS Fase 13 [7,6 £ 0,5% DT]
12b. Mais de 14 pares de SOMIt0S PreSENTES. .....cccceuiiiiiiiiiie e 13
13a. 15-17 pares de somitos presentes; boca aberta; amnio cobre o canal neuro-
(01T 0] (1 oo TSRO ROO USRI Fase 14 [8,6 £ 0,5% DT]
13b. Mais de 17 pares de SOMIt0S PreSeNteS. ... .o 14
14a. 19-21 pares de somitos presentes; boca aberta como um profundo " V "; primeira
fenda faringea aberta; tubo amniodtico posterior
10 1..7= e [o T Fase 15[11,5 + 1% DT]
14b. Mais de 21 pares de SOMItOS PreSENLES.........uvuiiiiiiiiiiiiiee e 15

15a. 23-25 pares de somitos presentes; lente diferenciada no olho, fendas faringeas 1
e 2 abertas; pequenos brotos de membros visiveis na parede lateral do

(070 ] 1 oo P Fase 16 [13,4 + 1% DT]
15b. Mais de 26 pares de SOMIt0S PreSENES. .......uvvveieiiiiiiiiiiee e 16
16a. 29-34 pares de somitos presentes; os brotos dos membros se abaixam
lateralmente;todas as fendas da faringe sao abertas.................. Fase 17 [16,3 £ 1% DT]
16b. Mais de 35 pares de SOmMIt0S PreSENteS. .....cc.uuvviiiiiiiiiiiiieee e 17

17a. 35-40 pares de somites presentes; placas digitais néo livres da parede do corpo;
abas desenvolvidas nas bordas anteriores de todas as fendas da
L= 110 1SR Fase 18 [19,2 £ 1% DT]



49

17b. Mais de 40 pares de SOMIt0S PreSENLES. ........uvurieeiiiiiiiiiiie e 18
18a. 40-45 pares de somitos presentes; placas digitais livres da parede do corpo e
projetadas lateralmente. ... Fase 19 [22,0 + 1% DT]
18b. Mais de 45 pares de SOMIt0S PreSeNtes........ooov i 19

19a. Placas digitais parcialmente ou completamente torcidas em plano contra a parede
do corpo; iris ndo pigmentada; fissuras faringeas quase fechadas....................... Fase 20
[25,0 £ 1% DT]

K2 ] o N ETo W= XeTo] 01 e = To 1107 VTN uuu TR 20

20a. Iris pigmentada ao longo de sua borda posterior; o rudimento de carapaga € uma
crista na parede lateral do corpo e se estende acima das bases dos membros; placas
digitais sem serragbes; placa digital ndo separada do membro por uma
(o7 1 = S Fase 21 [29,5 + 1% DT]

20D. NAO & COMOD A CIMIA - ettt 21

21a. Uma crista distal define o limite do membro da placa digital; cume marginal da
carapaca marcada por serracées pequenas e baixas; Fissuras faringeas fechadas.
....................................................................................................... Fase 22[34,5 £ 1% DT]

P 1 o T\ =T = eT0] 1 a Lo = (o311 4 - VU Ruru OO RTPRUPRN 22

22a. A borda posterior da carapaca completa pelo menos por uma crista baixa; fronteira
anterior incompleta; serragcdes digitais presentes indicadas como cumes e sulcos
7= 110 1= S PR Fase 23 [39,4 £ 1% DT]

23a. Borda anterior da carapaca indicada pelo menos por uma crista baixa do pescoco;
a borda posterior da area inframarginal é definida, anterior ndo é; escudos da carapaca
indicados; podem ocorrer manchas de pigmentacdo na carapaca; serracdes digitais
presentes COMO CUMES € SUICOS......uuuuiumiiiiiiiiiiiieeeeee e Fase 24 [45,0 £ 1% DT]

23b. Embrido diferent@ do aCima. .. .. ooeeeieee e 24

24a. Periferia da carapaca completa (anterior e posteriormente); todos os escudos se
diferenciaram; escama corporal e das nadadeiras indiferenciadas; as escamas de
marcacao podem ser indicadas; serracoes digitais alongadas; presenca de rudimento de
[0 = 14 = VRPN Fase 25 [53,0 + 2% DT]

25a. Escudos de carapaca tornando-se pigmentados; escamas da cabeca, exceto sobre
orelha, e papilas cutdneas presentes; todas escamas da nadadeiras estao presentes;
escamas do topo podem ser pigmentados; escamas de marcacao
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(O] TT=T o (= ST PURPRPRPPRP Fase 26 [62,0 + 2% DT]
25b. EmDbriao diferent@ do aCima. .. ... ooeeeeeee e 26

26a. Escamas ndo pigmentadas sobre a regidao da orelha, exceto pigmentadas em
caravanas; todas as escamas das nadadeiras presentes e pigmentadas; dobra plastronal
transversal indicada como uma curva perpendicular ao eixo do corpo; volume de gema
MAIOr QUE O ESPECIMIE. ..ceiiiiiiiiiiieeeeeeiettteee e e e e st ee e e e e e eneeeeeeeeeeaas Fase 27 [70,6 + 2% DT]

26b. EMDbriao diferente dO aCima .. ... eeeeee e 27

27a. Escamas sobre o0 ouvido pigmentadas; a dobra plastronal transversal forma um
angulo obliquo entre os escudos abdominal e toracico; volume da amostra
aproximadamente igual ao volume dagema........cccoeeeeeeeeeeeveeeennnns Fase 28 [78,3 + 2% DT]

27b. Embrido diferent@ do aCima. .. .. oee oo 28

28a. A dobra plastronal transversal forma um angulo agudo; escudos inframarginais
formam sulco; pigmentagédo e morfologia caracteristicas de “recém-nascidos” presentes;
volume do espécime maior do que as relacoes de volume da gema 1,5 a 4:1
................................................................................................... Fase 29 [86,0 + 2% DT]

28b. EMDriao diferente O ACimMa. ... cue e 29

29a. Massa de gema remanescente coberta com membrana pigmentada; escamas
inframarginais dobradas perto do plastréao; a massa de gema é inferior a metade do
volume de espécimes dentro da CasCa.........cccuvveveeeeeeeeeieieeeeeeeeennn. Fase 30[94,7 £ 2% DT]

29b. Saida pelo menos das nadadeiras dianteiras da casca do OVO...........cccevveeeeeeeeenn. 30

30a. Embrido saindo da casca do ovo; massa de gema afastada no abdémen; a dobra
plastronal transversal forma um angulo agudo; membranas Umidas ainda em anexo;
espécime que nao esté pronto para emergir do ninho.................. Fase 31a[100 £ 2% DT]

30b. Embrido fora da casca do ovo; massa de gema ausente; a dobra plastronal
transversa forma um angulo obliquo ou quase ausente; as membranas em anexo
aparecem desgastadas; espécime pronto para emergir............... Fase 31b [102 + 2% DT]



Stage 10

] Stage 23

Figure 1. lllustrations of the embryonic stages of marine turtles based on developmental stage
definitions by Miller (1985b). DT (development time) = time from oviposition to pipping. Arrows
indicate key characteristics. Bar = 1 mm: stages 6-20; 5 mm: stages 21-24; 10 mm: stages 25-31

51



Stage 23 Stage 24 Stage 25 Stage 26

Stage 30

Figure 2. Developmental stages 23-30 of D. coriacea embryos based on Miller (1985b).
Arrows indicate keycharacteristics. Bar = 10 mm: stages 23-30.




ANEXO 1lI

RELACAO DOS MORFOTIPOS ENCONTRADOS EM CADA NINHO

MORFOTIPO NINHOS

M1 H4, N5, N6, N9, N11, N14, N15, N17, N18, N22, N26, N27,
N31, N32

M2 H2, H4, N25, N27, N30

M3 H2, H4, N29

M4 H4, N1, N5, N7, N11, N16, N20, N22, N26, N28, N32

M5 N26
H4, N4, N5, N7, N11, N16, N19, N20, N21, N22, N24, N26,

M6 N28, N29, N31, N32, N33

M7 N26

M8 H4, N20, N26, N28
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