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ABSTRACT. Sexual identification using anatomical study of urogenital system
in hatchlings and juveniles of tracHemys dorbignyi (Duméril & Bibron) (Reptilia,
Testudines, Emydidae). Individuals of Trachemys dorbignyi (Duméril & Bibron,
1835) less than 12 months old are examined for sexual identification through anato-
mical study of urogenital system. Histological analysis is used to confirm sexual
identification. If is concluded that accurate sexual identification is possible in ha-
tchlings using gonadal morphology. Differences between testes and ovaries are clear
so histological analysis is necessary for this species only in case of doubts.
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A determinagdo sexual influenciada pela temperatura de incubagdo dos ovos
ocorre em muitos Testudines, como € citado por vdrios autores, entre os quais:
YNTEMA & MROSOVSKY (1980), em Caretta caretta Linnaeus, 1758; MILLER &
LiMPUS (1981) e STANDORA & SPOTILA (1985), em Chelonia mydas Linnaeus,
1758; ALHO et al. (1985), em Podocnemis expansa Schweigger, 1812; SILVA
(1986), em Lepidochelys olivacea Eschscholtz, 1829.

Provavelmente, este mecanismo de determinagdo sexual também ocorre em
Trachemys dorbignyi Duméril & Bibron, 1835. Estas informagdes sdo de muita
importincia, especialmente para os projetos de preservagdo de queldnios. Se a
determinacdo do sexo € influenciada pela temperatura de incubag@o dos ovos, existe
apossibilidade de serem devolvidos a natureza unicamente machos ou fémeas, caso
a temperatura de incubagdo ndo esteja adequada. VOGT (1994) salienta que isso
muitas vezes vem ocorrendo.

Em individuos recém-eclodidos de Trachemys dorbignyi e aproximadamen-
te até os dois ou trés anos de idade ndo ¢ possivel distinguir machos e fémeas por
caracteristicas externas. Por isso, um acompanhamento anatomico das gonadas
torna-se fundamental para a identificagiio do sexo.
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VoGT (1994), corroborando BULL & VOGT (1979) e YNTEMA (1981),
salienta que o exame das génadas em estereomicroscopio € o suficiente para
identificar o sexo de recém- eclodidos em vérias espécies de quelonios.

Outros autores tém trabalhado com a analise morfologica das gonadas,
questionando se esta técnica, por si so, seria suficiente para a identificagio do sexo
dos recém- eclodidos ou se seriam necessarias preparagdes histologicas para sua
confirmagdo. Como exemplo, pode ser citado o trabalho de YNTEMA & MROSOVSKY
(1980), no qual concluem que para Caretta caretta, a andlise das caracteristicas
morfologicas das gonadas ndo ¢ suficiente para identificar o sexo do individuo,
sendo necessdria a avaliagdo histologica. Pode também ser citado o trabalho de
WHITMORE et al. (1985) com Chelonia mydas, o qual, analisando a cor e a forma
das gonadas, conclui que o sexo pode ser corretamente diagnosticado na maioria
dos casos.

Mediante as informagdes acima apresentadas, este estudo tem por objetivos
a realizagdo de um acompanhamento anatémico do sistema urogenital em jovens
com idade inferior a doze meses, enfatizando as gonadas e avaliando a necessidade
de observagdes morfoldgicas e histologicas para a correta identificagdo sexual.

MATERIAL E METODOS

Todos os espécimens utilizados neste trabalho foram fornecidos pela Fun-
dagdo Parque Zooldgico de Sao Paulo e tinham idade entre vinte e dois ¢ duzentos
e noventa e quatro dias. Foram dissecados quarenta e um exemplares, todos nascidos
em cativeiro.

Natabelal, ¢ mostrado o numero de espécimens em relagdo ao sexo e a idade.
A maior parte dos individuos analisados encontra-se numa faixa etdria inferior a
seis meses, pois nesta fase a identificagdo sexual é mais dificil.

Tabela |. Numero total de exemplares em relagéo ao sexo e idade.

Sexo Menores de seis meses Entre seis meses e um ano Total
Machos 24 5 29
Fémeas 9 3 12
Total 33 8 41

O sacrificio dos animais foi feito em cdmara de éter sulfurico. Apos as
tartarugas serem sacrificadas, foram tomadas quatro medidas:

Comprimento da carapaga (CCar); ¢ medido em linha reta, na parte medial
(RHODIN & MITTERMEIER 1976), que se estende desde a borda anterior do escudo
nucal, até o final da sutura entre os escudos supra caudais.

Largura maxima da carapaga (LCar); é a maior distdncia entre os escudos
marginais de um lado a outro (CAGLE 1946).

Comprimento da sutura médio ventral do plastrdo (CPla); a medida ¢ feita a
partir da sutura entre os escudos gulares, na parte mais anterior, indo até a sutura
entre os escudos anais na parte mais posterior (MEDEM 1976).
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Largura do plastrdo (LPla); a medida ¢ feita seguindo a sutura entre os
escudos peitorais e abdominais até o ponto onde esses dois escudos se encontram
com os escudos marginais de ambos os lados.

O modo como foram tomadas as medidas, com paquimetro de precisdo de
0,Imm, ¢ mostrado na figura 1. Na tabela II sdo observadas as medidas dos
exemplares. Para a nomenclatura dos escudos corneos da carapaga e plastrio,
seguiu-se PRITCHARD & TREBBAU (1984).

W

CCar CPla

LCar

Fig. 1. Medidas utilizadas: (CCar) comprimento da carapaga, (LCar) largura maxima da
carapaga, (CPla) comprimento da sutura médio ventral do plastrao, (LPla) largura do plastrao.
Nomenclatura dos escudos: (ab) abdominal, (an) anal, (c) costal, (fe) femoral, (g) gular, (hu)
humeral, (m) marginal, (n) nucal, (pe) peitoral, (sc) supra-caudal, (v) vertebral.

Depois de tomadas as medidas, a dissec¢do sob estereomicroscopio era
iniciada com o animal em decubito dorsal, retirando-se o plastrdo com bisturi.

A seguir, era feita uma observagio geral da disposi¢do das visceras, depois
da qual retirava-se intestino, figado, estomago e coragdo, com tesoura de ponta fina.
Removido o intestino, o sistema urogenital ja podia ser visualizado.

A nomenclatura utilizada para o sistema urogenital baseou-se em ASHLEY
(1955) e NOBLE & NOBLE (1940). As ilustragdes mostram a vista ventral, ou seja,
o plastrdo voltado para o observador.

O sistema urogenital apresenta variagdes quanto a auséncia ou presenca de
componentes e quanto aestrutura dos mesmos. Tais variagdes sdo melhor entendidas
quando agrupam-se os individuos por idade. Por essa razdo, para a descrigdo da
morfologia, optou-se por dividir os exemplares em dois grupos: 1) individuos com
menos de seis meses de idade; 2) individuos com idade entre seis meses e um ano.
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Tabela Il. Relagao dos exemplares utilizados no estudo, com as respectivas medidas. (M)
Machos, (F) fémeas: (CCar) comprimento da carapaga, (LCar) largura da carapaca, (CPla)
comprimento do plastrao, (LPla) largura do plastrdo. Os exemplares que estdo no Museu de
Zoologia da Universidade de Sao Paulo, Brasil, possuem o nimero MZUSP. As laminas
histolégicas apresentam a mesma numeragao.

Exemplar Sexo Idade CCar LCar CPla LPla
(dias) (cm) (cm) (cm) (cm)

AJ1002 M 22 34 3,2 3,3 25
AJ1102 M 26 3,5 3.3 33 2/5
AC15024 — MZUSP 3348 M 29 3,5 3,2 32 24
AC15023 — MZUSP 3349 M 30 34 3,3 32 25
AC15025 — MZUSP 3350 M 30 3.5 33 34 2,6
2015022 — MZUSP 3351 M 36 3,5 3,2 3.3 2,5
AJ15025 — MZUSP 3344 M 38 3,5 83 3,3 26
ZP16022 — MZUSP 3353 M 42 34 3,2 3,1 2,7
BZ1301 — MZUSP 3355 F 48 4,0 3,9 37 3,0
2015021 — MZUSP 3352 M 50 36 33 33 2,5
BI24011 — MZUSP 3362 M 51 4,0 3,0 3,8 3,0
BZ1401 F 52 4.2 4,0 3,8 3,1
BI2301 — MZUSP 3363 M 52 41 38 3.9 3,0
AJ15021 — MZUSP 3345 M 55 34 3,2 3,2 24
ZP16021 — MZUSP 3354 M 56 34 3,3 32 2.7
AJ15022 — MZUSP 3346 M 56 3,6 33 3,4 2,6
BZ16011 F 57 4.1 3.9 3.9 3,0
AJ15024 — MZUSP 3347 M 59 34 33 32 25
BZ17014 — MZUSP 3357 F 63 3.8 3,6 3,6 29
BZ17013 — MZUSP 3358 F 64 4,0 3,7 3,7 29
BZ16012 — MZUSP 3356 F 67 4,0 3,8 3,8 3,0
BI24012 — MZUSP 3364 M 71 4,0 3,0 3,7 29
AJ15023 M 72 36 3,3 3.5 26
BZ16013 — MZUSP 3359 F 72 4,0 3,8 3,7 29
201602 M s 35 3,3 34 26
BI24015 — MZUSP 3365 M s 42 3,9 3,8 3,0
BI24013 M 79 3,7 36 34 2,7
BI24014 — MZUSP 3366 M 79 4,0 3,8 37 29
BI2101 — MZUSP 3367 M 79 4.1 3,8 3,8 3,0
BZ17012 — MZUSP 3360 F 100 4,0 3,8 3.7 3,0
BZ17011 — MZUSP 3361 F 118 4,0 39 3.9 3.0
BB0103 — MZUSP 3368 M 131 3,3 3,2 3,1 25
BR24022 - MZUSP 3369 M 135 36 34 3,5 27
AR0301 — MZUSP 3370 M 189 41 4,0 39 3,1
AR07012 — MZUSP 3371 F 190 4,6 4.2 42 3,2
JL04032 M 220 56 - 5,2 34
FY03012 M 280 53 - 5,1 33
2117015 — MZUSP 3373 M 292 4,0 36 3,7 2,8
Z117014 — MZUSP 3374 M 292 3,8 34 3,5 2,7
BS18014 — MZUSP 3375 F 293 6,9 6,2 6,3 47
BS17012 — MZUSP 3376 F 294 75 7,0 6,7 54

Quando o trabalho de observagdo do sistema urogenital era finalizado, os
exemplares eram colocados em formalina neutra 10% para uma possivel preparagio

histolégica.
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Dos exemplares estudados, quatro foram enviados para a preparagdo de
laminas do sistema urogenital. Utilizaram-se duas fémeas, uma com quarenta e oito
dias e outra com sessenta e sete dias; dois machos, um com cinquenta e nove dias
e outro com cento e oitenta e nove dias, cujos codigos sio MZUSP 3355, MZUSP
3356, MZUSP 3347, MZUSP 3370, (Tab. II).

Como o material era bastante delicado, os rins e as génadas ndo foram
retirados da carapaga, exceto no exemplar MZUSP 3347. Fizeram-se cortes trans-
versais que englobavam a propria carapaga, demandando, consequentemente, uma
descalcificagdo antes de cortar e corar o tecido. Os cortes feitos em micrétomo foram
de 8 micrometros. A coloragéo foi feita com hematoxilina e eosina.

RESULTADOS

O sistema urogenital do adulto € constituido em ambos os sexos por um par
de rins e ureteres, uma bexiga urindria, um par de bexigas acessérias, um seio
urogenital, cloaca e aderida a face ventral de cada rim, a glandula endécrina adrenal.
As estrufuras sexuais no macho sdo um par de testiculos, os canais eferentes, um
par de epididimos, um par de ductos deferentes, um pénis e podem aparecer em
alguns espécimens, ovidutos remanescentes. Nas fémeas, estas estruturas sdo um
par de ovarios, um par de ovidutos e um clitoris.

O desenvolvimento e aspecto destas estruturas, mostram variagdes nos
grupos etarios.

Machos com menos de seis meses de idade

O sistema urogenital observado nos vinte e quatro machos do grupo 1, segue
o padrdo ilustrado na figura 2 e serd descrito brevemente.

O sistema urogenital localiza-se imediatamente apds a sutura que une a
carapaga e o plastrdo, comunicando-se com o exterior através da abertura cloacal.

Os rins lobados, de coloragdo marrom, localizam-se lateralmente a por¢do
terminal do intestino.

A bexiga urindria transparente e vascularizada, de aspecto saculiforme,
localiza-se na por¢do posterior dos rins, entre as bexigas acessorias, que sdo
estruturas arredondadas, vascularizadas e brancas. Cada bexiga acessoria encontra-
se na porgdo postero-lateral do rim.

O seio urogenital, estrutura aproximadamente cilindrica onde desembocam
os ductos do sistema urinario e reprodutor, é, em muitos exemplares, praticamente
imperceptivel nesta faixa etaria. Quando ¢ possivel observé-lo, localiza-se posteri-
ormente aos rins e ventralmente a por¢do final do intestino.

A superficie ventral do rim ¢ percorrida longitudinalmente pela veia porta-
renal. Medialmente 4 veia porta-renal, observa-se o testiculo alongado, com bordas
arredondadas, transparente ¢ vascularizado e a glandula adrenal alongada, branca,
com bordas irregulares ¢ de forma grosseiramente retangular. Os testiculos ¢ as
adrenais apresentam comprimento semelhante.

Em posi¢do dorsal ao testiculo, observa-se uma porgdo do rim modificada,
de cor amarelada e com pigmentos vermelhos (provavelmente a parte mesonéfrica
do rim que ainda persiste). Os testiculos prendem-se a essa porgdo pelo mesorquio.
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Fazendo-se um corte a partir da abertura cloacal em sentido anterior, verifi-
ca-se uma estrutura alongada que se estende da abertura cloacal até a bexiga urinaria.
Esta estrutura apresenta uma pequena porgdo branca central, circundada por um
tecido de cor preta, ¢ o pénis em formagdo. A cloaca é uma cdmara cilindrica
localizada posteriormente a bexiga urinaria, com abertura transversal.

Figs 2-4. Esquema do sistema urogenital de machos. (2) menores de seis meses; (3) entre
seis meses e umano; (4) MZUSP 3370 (Tab. ll). (ad) Adrenal, (bx) bexiga urinaria, (bxa) bexiga
acessoria, (dd) ducto deferente, (int) intestino, (ovr) oviduto remanescente, (pam) porgcdo
amarela, (pnif) pénis em formagao, (t) testiculo, (vpr) veia porta-renal.

Machos entre seis meses e um ano

Cinco exemplares foram observados neste grupo, cuja disposi¢ao das estru-
turas do sistema urogenital estd representada na figura 3.

A porgdo amarela dos rins, dorsal aos testiculos, persiste, sendo possivel
observar-se na sua parte posterior, que termina no seio urogenital, um ducto,
provavelmente o ducto deferente.
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Observa-se claramente nesta fase o seio urogenital, localizado posteriormen-
te aos rins e ventralmente a porgdo final do intestino. Pode-se descrevé-lo como uma
estrutura esbranquigada de forma aproximadamente cilindrica.

Dentre os cinco machos, foi notada a presenga de ovidutos remanescentes
em um, com idade de seis meses ¢ nove dias. A figura 4 ilustra esse exemplar.

Fémeas com menos de seis meses de idade
O sistema urogenital observado nas nove fémeas do grupo 1, segue o padrdo
descrito a seguir, ilustrado na figura 5.

Figs 5-6. Esquema do sistema urogenital de fémeas. (5) menores de seis meses; (6) entre
seis meses e um ano. (ad) adrenal, (bx) bexiga urinaria, (bxa) bexiga acessoria, (cli) clitoris
(em formag&o), (int) intestino, (ov) oviduto, (ova) ovario, (sur) seio urogenital, (vpr) veia
porta-renal.

Como nos machos, o sistema urogenital das fémeas localiza-se logo apos a
sutura que une a carapaga e o plastrdo, comunicando-se com o exterior através da
abertura cloacal.

Os rins tém o mesmo aspecto lobado e coloragdo marrom, como observado
nos machos, mas ndo apresentam a por¢do amarela tdo evidente. Os rins sdo
percorridos longitudinalmente, na parte ventral, pela veia porta-renal.

Quanto a forma e localizagdo, a bexiga urinaria e as bexigas acessorias
apresentam o mesmo padrdo observado nos machos.

O seio urogenital, do mesmo modo que nos machos, apresenta-se, na maioria
dos exemplares desta faixa etdria, bastante indefinido. Quando ¢ possivel distingui-
lo, apresenta-se de forma aproximadamente cilindrica e na mesma localizagdo dos
machos.

Os ovidutos, ovarios e glandulas adrenais também se encontram na superfi-
cie ventral dos rins, medialmente a veia porta-renal, nesta mesma ordem. O ovirio
e o oviduto tém aspectos semelhantes, sendo cilindricos, alongados e transparentes,
ultrapassando a extensdo dos rins em ambas extremidades. O ovario tem didmetro
um pouco maior do que o oviduto. O ovario estd preso ao rim pelo mesovério.

Afastando ovdrio ¢ oviduto, observa-se uma membrana transparente que
parece ser uma continuagdo do mesovario. Dorsalmente a essa membrana, fica a
por¢do amarela diferenciada dos rins.
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Fazendo um corte longitudinal da abertura cloacal em sentido anterior ¢
retirando-se a cintura pélvica, observa-se o clitoris em formagdo, como uma
estrutura alongada e formada predominantemente por um tecido de cor preta. Essa
estrutura estende-se da abertura cloacal até a bexiga urinaria e € semelhante ao pénis
dos machos do mesmo grupo etdrio.

A glandula adrenal apresenta-se da mesma forma que nos machos do mesmo
grupo etario.

Fémeas entre seis meses e um ano

Neste grupo, os trés exemplares estudados sdo ilustrados pela figura 6,
apresentando modificagdes em relagdo ao grupo 1.

As trés fémeas ja ndo apresentam mais a por¢do amarela dos rins. Os ovrios
encontram-se mais diferenciados do que os do grupo anterior, sendo bem mais
espessos do que os ovidutos e apresentando aspecto granuloso, pela presenca de
inumeros 6vulos pequenos e arredondados.

Os ovidutos terminam no seio urogenital, que agora ja pode ser claramente
percebido. A localizagdo e a descri¢do do seio urogenital seguem o mesmo padrdo
dos machos desta faixa etdria.

Histologia do sistema urogenital

Machos. A histologia do exemplar MZUSP 3370 (Tab. II), representada nas
fotografias das figuras 7-8, mostra, além do testiculo, a presen¢a do oviduto
remanescente.

Figs 7-8. (7) Corte histologico do testiculo; (8) corte histolégico do oviduto remanescente. O
exemplar utilizado é o MZUSP 3370 (Tab. II).

O testiculo € recoberto por epitélio pavimentoso simples, pouco diferencia-
do. Sua caracterizagdo histologica decorre da presenga de corddes de células
vacuolizadas, que serdo futuros tibulos seminiferos.

O oviduto remanescente apresenta-se pouco diferenciado, sendo constituido
por epitélio prismatico simples, apoiado sobre tecido de aspecto mesenquimal.
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Fémeas. As fotografias das figuras 9-10 mostram a histologia do exemplar
MZUSP 3356 (Tab. II), cujos ovarios estdo pouco diferenciados, sendo histologi-
camente caracterizados pela presenga de foliculos ovarianos que aparecem como
areas ovaladas de aspecto vacuolizado, circundadas por células foliculares.

O oviduto, pouco diferenciado, ¢ constituido por um epitélio prismatico
simples, apoiado em fina camada de tecido com caracteristicas mesenquimais.

Figs 9-10. (9) Corte histolégico do ovario; (10) corte histolégico do oviduto. O exemplar utilizado
é 0 MZUSP 3356 (Tab. II).

DISCUSSAO

Identificacdao do sexo em recém-eclodidos

Foram dissecados trinta ¢ trés exemplares menores do que seis meses, sendo
vinte e quatro machos e nove fémeas. Dezoito deles apresentavam idade inferior a
sessenta dias (Tab. I). Apds o estudo anatdmico do sistema urogenital, pode-se dizer
que € possivel identificar o sexo em recém eclodidos de Trachemys dorbignyi. As
diferengas observadas entre machos e fémeas, especificamente entre os testiculos
de forma ovalada e os ovdrios, estruturas bastante alongadas e finas, podem ser
verificadas nas figuras 2 (machos) e 5 (fémeas).

A andlise histologica ndo ¢ necessdria para identificar o sexo de Trachemys
dorbignyi, ando ser que surjam casos duvidosos. Apesar de um macho de seis meses
e nove dias ter apresentado ovidutos remanescentes, a géonada nio deixava davidas
de ser um testiculo, o que foi confirmado histologicamente. Portanto, os ovidutos
remanescentes, neste caso, ndo interferiram na diferenciagdo das gonadas, pois
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nenhuma delas, no representante analisado, apresentou macroscopicamente ou
microscopicamente caracteristicas de testiculos e ovarios ao mesmo tempo.

Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por DANNI & ALHO
(1985), que apontam uma diferenciagdo sexual nitida, em representantes recém
eclodidos de Podocnemis expansa, identificada na maioria dos casos, pela simples
dissec¢do. Eles encontraram ovidutos remanescentes numa pequena porcentagem
do material examinado. Em um macho com ovidutos remanescentes, observaram
uma gdénada com aparéncia macroscopica de testiculo, porém com caracteristicas
histolégicas de testiculo e ovério.

YNTEMA (1976), trabalhando com Chelydra serpentina Linnaeus, 1758,
conclue que o critério de auséncia ou presen¢a de ovidutos é adequado para
identificar o sexo desta espécie, pois a porcentagem de machos com ovidutos
remanescentes ¢ pequena. Mesmo assim, o autor indica a histologia em casos
duvidosos.

O critério de YNTEMA (1976) é corroborado por DANNI & ALHO (1985), em
Podocnemis expansa. Em Trachemys dorbignyi, este tipo de identificagdo sexual é
possivel, pois s6 foi observado um macho com ovidutos remanescentes. Em nossa
opinido, a comparagdo entre as proprias goénadas, ¢ mais fécil e precisa para esta
espécie.

Em contrapartida, YNTEMA & MROSOVSKY (1980) concluem ser necessaria
a avaliagdo histologica para a identificagdo sexual em Caretta caretta, pois as
gonadas ndo apresentam uma diferencia¢@o nitida em machos e fémeas.

VoGT (1994), salienta que a histologia, apesar de ser uma técnica bastante
adequada para sexar as gonadas, s6 deve ser usada em casos de duvida da identifi-
cagdo sexual, pois € mais trabalhosa e mais cara do que o exame em estereomicros-
copio.

Também € comentado por VOGT (1994), que a laparoscopia é uma técnica
que pode ser utilizada sem sacrificar o animal, porém, os espécimens devem ter um
maior porte e o equipamento muitas vezes é de dificil acesso, sendo estes fatores,
limitantes.

O método proposto por VAN DER HEIDEN ef al. (1985), para tartarugas
marinhas, de clareamento das gonadas em glicerina, ndo ¢ adequado a todas as
espécies e circunstancias, conforme mencionado por MROSOVSKY & GODFREY
(19995).

Para Trachemys dorbignyi, vale ressaltar novamente que a identificagdo
sexual através do estudo das gonadas sob estéreomicroscopio € suficiente, usando-se
a andlise histoldgica apenas em casos duvidosos. Também acreditamos que a
identificagdo sexual através de dissecg¢do ¢ o método mais simples, rapido e com
custo mais baixo, quando caracteristicas externas ndo permitem a diferenciagao.

O pénis e o clitéris em recém eclodidos apresentam-se ainda em formagdo e
sdo bastante semelhantes em estrutura, ndo podendo ser usados para identificagdo
sexual, 0 mesmo ocorrendo em Geochelone carbonaria. RISLEY (1933) chega a
conclusdo que para Sternotherus odoratus Latreille, 1802, o clitoris apresenta-se
menor do que o pénis, mesmo em recém eclodidos, porém ressalta que ocorre uma
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grande variagdo nessa estrutura e em suas proximidades. Sendo assim, o carater ndo
¢ confiavel para sexar os exemplares nesse estagio de desenvolvimento.
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