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Figura 1: Microscopia eletronica de varredura de M. niger no estagio 4. Vista lateral.
(A) visualizacdo panoramica, (B) detalhes do primordio do olho e fosseta nasal (C),
arcos faringeos e (D) extremidade da cauda. Abreviaturas: AF, arcos faringeos; PN,
placoédio nasal; PM, processo maxilar; PMa, processo mandibular; PA, placddio

auditivo; PO, placdodio Optico. Escala: Imm. ........ccccoevvieiiieiiieniiiiieniecieeeee e

Figura 2. Estagios de desenvolvimento embrionario de M. niger em vista lateral. (A)
estagio 5, (B) estagio 6, (C) estagio 8, (D) estagio 10, (E), estagio 12, (F) estagio 13,
(G) estagio 14, (H) estagio 16 e (I) estagio 18. Abreviaturas: AF, arcos faringeos; Di,
diencéfalo; Me, mesencéfalo; BP, broto membro pelvino; BT, broto membro toracico;

PC, proeminéncia cardiaca; So, somitos. Escala: 10 mm. .........c.cccceeevvieriiniiieniienienieenens

Figura 3. Estagios de desenvolvimento embrionario de M. niger em vista lateral. (A)
estagio 21, (B) estagio 22, (C) estagio 23, (D) estagio 24, (E) estagio 27 e (F) estagio
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Figura 4: Desenvolvimento do membro toracico de M. niger. (A-C) vista lateral do
membro toracico nos estagios 6, 7 e 11, respectivamente, (D-I) vista dorsal da mao
direita. (D) estagiol2, (E) estagio 14, (F) estagiol6, (G) estagio 18, (H) estagio24 e (I)
estagio 27. Destaque para o desenvolvimento progressivo da placa digital e serracao

digital do membro e aparecimento de garras. Escala: 4 mm.........c.cccceevevieniiniiieniecieeeene,

Figura 5: Desenvolvimento do membro pelvino de M. niger. (A-D) vista lateral do
membro pelvino direiro nos estagios 6, 8, 10 e 11, respectivamente. (E-I) vista dorsal
do pé direito. (E) estagiol2, (F) estagiol6, (G) estagiol8, (H) estagio 24 ¢ (I) estagio
27. Destaque para o desenvolvimento progressivo da placa digital e serragao digital do

membro e aparecimento de garras. Escala: 4 mm........cccooveeiiieniiiinieeceeee e

Figura 6: Estagios de desenvolvimento embrionario de M. niger. (A-C) vista lateral.
(A) estagio 5, (B) estagio 15, (C) estagio 18, (D) estagio 24, vista dorsal; (E) estagio
15, vista ventral e (F) estagio 27. Abreviaturas: Cl, cloaca; DO, dente do ovo; FC,
fissura coroide; MN, membrana nictante; PA, placodio auditivo; PI, palpebra inferior;
PO, placodio optico; PS, palpebra superior; PU, primérdio da papila urogenital; Um,

cicatriz umbilical; Vi, vitelo. Escala: Ae B5Smm; C-F 10 mm.....cccccccooevvvviiiiiiiiieeceiins

Figura 7: Cintura peitoral ¢ membro toracico direito de Melanosuchus niger em vista
lateral (A), medial (B), cranial (C e E), caudal (D e F). Abreviaturas: CD, crista
deltopeitoral; CL condilo lateral; CM, condilo medial; Co, coracdide; Es, escapula;
EVDC, expansao ventral e dorsal do coracoide; EDVE, expansdo dorsal e ventral da
escapula; FC, forame do coracoide; PGC, processo glendide do coracoide; PGE,

processo glenodide da escapula; Ra, radio; Ul, ulna. Escala: 30 mm.........c..ccceeevveennnennnne.
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Figura 8: Mao direita de Melanosuchus niger em vista dorsal (A) ¢ ventral (B).
Abreviaturas: dc5+4+3, distal do carpo 5+4+3; Fa, falanges; I-V, dedos I-V; mc,
metacarpos; p, pisiforme; R, radio; r+i, radial+intermedio; U, ulna; u, ulnar do carpo.
ESCala 30 MM ....oviiiiiiieecceeee et e ettt e e e et e e e e e taa e e e eeaaaaeeanns 34

Figura 9: Cintura pélvica e membro pelvino direito de Melanosuchus niger em vista
dorsal (A), ventral (B), lateral (C), cranial (D e F), caudal (E ¢ G). Abreviaturas: Al,
asa do ilio; CL, condilo lateral; CM, condilo medial; FA, fenestra acetabular; Fi,
fibula; IL, ilio; Is, isquio; PICa, processo isquial caudal; PICr, processo isquial cranial;
PM, processo medial; Pu, pubis; Ti, tibia. Escala: 30 mm.........ccccceevvieriieeniieeieecieeeieen, 36

Figura 10: P¢ direito de Melanosuchus niger em vista dorsal (A) e ventral (B).
Abreviaturas: dt3-4, distal do tarso 3 e 4; Fa, falanges; F, fibula; f, fibular do tarso,
i+c, intermédiotcentral; I-V, dedos I-IV; mt, metatarsos; mtV, metatarso V; T, tibia.
ESCala 30 MM c...oiiiiiiee e et e e e e e e e e e taa e e e eatreaeeanns 36

Figura 11: Condrogénese dos membros toracicos de embrides de Melanosuchus
niger, vista dorsal. (A) estagio 10, (B) inicio estagio 11, (C) fim estagio 11, (D)
estagio 12, (E) inicio estagio 13, (F) estagio 14. Abreviaturas: ¢, central do carpo; dc
2-5, distais do carpo 2-5; I-V, dedos I-V; Fal-Fa2, falanges 1-2; mc, metacarpos; p,
pisiforme; R, radio; Ra+i, radial mais intermédio do carpo; U, ulna; u, ulnar do carpo;
Um, umero. Diafanizacdo por KOH e coloragao com vermelho de alizarina e azul de
alcian. EScala: 2 MM ....ccciiiiiiiiiiiccce ettt e e e e aae e enae e 40

Figura 12: Condrogénese e ossificacdo das maos de embrides de Melanosuchus niger,
vista dorsal. (A) estagio 16, (B) inicio estagio 18, (C) fim estagio 18, (D) estagio 19,
(E) fim estagio 22, (F) inicio estdgio 24. Abreviaturas: ¢, central do carpo; dc 2, distal
do carpo 2; dc5+4+3, fusdo dos distais do carpo 5+4+3; I-V, dedos I-V. Diafanizag¢ao
por KOH e coloracdo com vermelho de alizarina e azul de alcian. Escala: 2 mm. ............... 41

Figura 13: Cortes histologicos de maos de M. niger. (A) inicio estagio 14, (B) fim
estagio 14, (C) estagio 15, (D) inicio estagio 18. Abreviaturas: ¢, central do carpo;
dc2-5, distais do carpo 2-5; I-V, dedos I-V; r+i, radial mais intermédio do carpo; u,
ulnar do carpo; seta, local de fusdo. Coloracdo: Hematoxilina e eosina. Escala: 200

Figura 14: Condrogénese e ossificagdo da cintura peitoral (A, B e C) ¢ pelvina (D, E ¢
F) de embrides de M. niger. (A) vista ventral, inicio estagio 13, (B) vista lateral, fim
estagio 21, (C) vista ventral, fim estagio 24, (D) vista lateral, inicio estagio 13, (E)
vista lateral, fim estagio 21, (F) vistal lateral, fim estagio 24. Abreviaturas: Co,
coracoide; Es, escapula; IL, ilio; Is, isquio; Pu, pubis. Diafanizacdo por KOH e
coloracao com vermelho de alizarina e azul de alcian. Escala: Smm. .................cccceeen. 42



Figura 15: Padrdo de ossificagdo das maos de embrides de Melanosuchus niger, vista
dorsal. (A) inicio estagio 18, (B) estagio 21, (C) fim estagio 22, (D) estagio 23, (E)
inicio estagio 24, (F) estagio 24 avancado. Abreviaturas: fa, falanges; I-V, dedos I-V;
mc, metacarpos; U, ulna; u, ulnar do carpo; Um, imero; R, radio; r+i, fusdo do radial
mais intermédio do carpo. Diafanizagdo por KOH e coloragdo com vermelho de

alizarina e azul de alcian. ESCAla: 5 M. .o e e eeeeeeeeaeas

Figura 16: Padrao de ossificagdo das maos de embrides de Melanosuchus niger, vista
dorsal. (A) fim estagio 24, (B) inicio estagio 25, (C) estagio 25 avangado, (D) fim
estagio 25, (E) inicio estagio 26, (F) estagio 28. Abreviaturas: 1-V, dedos I-V; p,
pisiforme; r+i, fusdo do radial mais intermédio do carpo; u, ulnar do carpo.
Diafanizagdo por KOH e coloragdo com vermelho de alizarina e azul de alcian. Escala:

Figura 17: Cortes histologicos de membros pés de M. niger. (A) fim estagio 11, (B)
inicio estagiol3, (C) fim estagio 13, (D) fim estagio 16. Abreviaturas: c, central; dt2-4,
distais do tarso 2-4; F, fibula, f, fibular do tarso; i, intermédio; I-V, dedos I-V; mt5,

metatarso 5; T, tibia. Colora¢ao: Hematoxilina e eosina. Escala: 0,5 mm .........................

Figura 18: Condrogenése dos membros pelvinos de embrides de M. niger, vista
dorsal. (A) fim estagio 8, (B) fim estagio 9, (C) inicio estagio 10, (D) fim estagio 11,
(E) estagio 12, (F) inicio estagio 13, (G) fim estagio 14, (H) inicio estagio 18.
Abreviaturas: dt2-4, distais do tarso 2-4; Fe, fémur; F, fibula; f, fibular do tarso; I-IV,
dedos I-1V; i, intermédio; i+c, fusdo do intermédio mais central; mt5, metatarso 5; T,
tibia;. Diafanizagdo por KOH e coloragdo com vermelho de alizarina e azul de alcian.

ESCala: 2 MM oo

Figura 19: Padrdo de ossificagdo dos pés de embrides de M. niger, vista dorsal. (A)
fim estagio 18, (B) fim estagio 19, (C) fim estagio 21, (D) inicio estagio 22, (E) fim
estagio 22, (F) inicio estagio 24, (G) fim estdgio 24, (H) inicio estagio 25, (I) inicio
estagio 26. Abreviaturas: dt3-4, distais do tarso 3-4; Fe, fémur; F, fibula; f, fibular do
tarso; I-1V, dedos I-1V; it+c, intermédio mais central do tarso; mt5, metatarso 5; T,
tibia;. Diafanizagdo por KOH e coloragao com vermelho de alizarina e azul de alcian.

ESCala: 5 MM oo

Figura 20: Desenho esquematico do mecanismo da respiracdo pélvica em Alligator

durante a expiracao (A) e inspiracao (B). Modificado de Carrier e Farmer (2000) ............

Figura 21: Filogenia da transicdo do osso pubis. Vista lateral da pelve direita.
Em Leptosuchus ¢ o crocodylomorpha basal Terrestrisuchus o pubis ainda
articula com ambos os 0ssos ilio e isquio. Nos crocodyliformes basal Orthosuchus, o
pubis articula apenas com a margem anterior proximal do isquio. {lio destacado de

amarelo, isquio em azul e pibis em vermelho. Modificado de Claessens (2004) ..............
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Figura 22: Vista ventral ¢ dorsal do cranio de Melanosuchus niger adulto, com
suturas demarcadas. Abreviaturas: Coa, coana; Com, condilo; Ecp, ectopterigoide; Es,
esquamosal; FPr, forame pré-maxilar; FP, forame palatino; Fr, frontal; Ju, jugal; La,
lacrimal; Ma, maxila; Na, nasal; Pa, parietal; Pfr, pré-frontal; Pl, palatino; Po, pds-
orbital; Prm, pré-maxila; Pt, pterigoide; Qj, quadradojugal; Qu, quadrado; So,

supraoccipital; Vo, vomer. Escala:S0mm. ........cccoooiieiieiiiiiiieiieeieeeeee e

Figura 23: Vista lateroventral do cranio de Melanosuchus niger adulto. Abreviaturas:
Ecp, ectopterigoide; Ju, jugal; Ma, maxila; Pl, palatino; Pt, pterigoide; PPf, pilar pré-

frontal; STO, sulco do trato olfatorio. Escala: S0 mm ..........cccccoeeoiiiiiiieiiiiiccecie e,

Figura 24: Vista caudal do cranio de Melanosuchus niger adulto, com suturas
demarcadas. Abreviatur as: Bo, basioccipital; Bs, basisfenoide; Es, esquamosal; Ex,
exoccipital; FM, forame magno; Pt, pterigoide; Qj, quadradojugal; Qu, quadrado; So,

supraoccipital. Escala: 50 MM.........ccooiiiiiiiiiiiie e

Figura 25: Vista dorsal (A) e ventral (B) da mandibula de Melanosuchus niger adulto.
Abreviaturas: An, angular; Ar, articular; Co, corondide; De, dentario; Ep, esplenial;

Sa, suprangular. Escala: 50 MM .......ccooooiiiiiiiiiiiicieccece e

Figura 26: Vista lateral (A) e medial (B) da mandibula de Melanosuchus niger adulto.
Abreviaturas: An, angular; Ar, articular; Co, corondide; De, dentario; Ep, esplenial;

FeM, fenestra mandibular externa; Sa, suprangular. Escala: 50 mm...........cccoeceeviieninnnnnn.

Figura 27: Condrocranio de Melanosuchus niger. (A) vista ventral, estagio 10; (B)
vista lateral, estagio 10; (C) vista ventral, estagio 11; (D) vista dorsal, estagio 12; (E)
vista lateral, estagio 12; (F) vista ventral, estagio 12; (G) vista dorsal, estagio 14; (H)
vista lateral, estagio 14. Abreviaturas: Ac, cartilagem acrocordal; AO, arco occipital,
CE, comissura esfenoetmoéide; CN, capsula nasal; Cl, columela; CO, céapsula otica;
CoN, concha nasal; FE, fenestra epidtica; FH, forame hipoglosso; FM, fenestra
metotica; FO, Fenestra optica; FoH, fossa hipofisaria; FON, fenestra orbitonasal; LTA,
Lamina transversa anterior; Me, cartilagem de meckel; No, notocorda; PA, pila
antdtica; PB, plano basal; PI, processo infrapolar; PM, pila metdtica; Pq, cartilagem
pterigoquadrada; PrA, proatlas; PS, plano supraseptal; Ptc, cartilagem parietotectal;
Qd, cartilagem quadrada; Sln, septo internasal; Slo, septo interorbital; TC, trabécula
comum; Tma, ténia marginal; Tme, ténia medial; TN, teto nasal; Tr, trabécula; TS,
teto sindtico; ZA, zona anular. Diafanizacdo por KOH e coloragdo dos ossos com
vermelho de alizarina e cartilagem com azul de alcian. Escalas: A, Be C 2 mm; D, E,
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Figura 28: Condrocranio de Melanosuchus niger com detalhe na columela. Fim do
estagio 14. Abreviaturas: Cl, columela; Me, cartilagem de meckel; CRe, cartilagem
retroarticular. Diafanizacdo por KOH e coloragdo dos ossos com vermelho de alizarina

€ azul de alcian. ESCala: TOMML ....uuueeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e eaeeeaeeeaesesaneaaaenas
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Figura 29: Cortes transversais seriados do condrocranio de Melanosuchus niger. (A)
estagio 11; (B) estagio 12; (C) estagio 12; (D) estagio 13; (E) estagio 14; (F) estagio
16. Abreviaturas: ACi, artéria cardtica interna; An, osso angular; Ar, osso articular;
Bs, osso basisfenpoide; Cb, cérebro; CO, cépsula otica; CPQ, cartilagem
pterigoquadrada; De, osso dentario; Ep, esplenial; GT, ganglio trigémeo; Hi, hidide;
Hp, hipofise; Ju, osso jugal; Li, lingua; Ma, maxila; Me, cartilagem de meckel; MN,
membrana nictante; NMd, nervo mandibular; NMx, nervo maxilar; NOf, nervo
oftalmico; PA, pila antotica; PB, placa basal; Po, osso pos-orbital; PS, plano
supraseptal; Pt, osso pterigoide; Sa, osso suprangular; Slo, septo interorbital, TC,
trabécula comum; Tr, trabécula; II, nervo oOptico; III, nervo oculomotor; IV, nervo
troclear. Coloragao: Hematoxilina e eosina. Escala: 3mm. ..........cccccooeeiviieiiieecieecieeee 81

Figura 30: Processo de ossificagdo de cranio de Melanosuchus niger. (A) vista lateral,
inicio estagio 16; (B) vista lateral, fim estagio 16; (C) vista dorsal, fim estagio 16; (D)
vista lateral, estagiol8; (E) vista ventral, estagio 18; (F) vista dorsolateral, estagio 24;
(G) vista lateral, com detalhes em (E), estagio 21. Abreviaturas: An, angular; Bs,
basisfendide; Co, coronoide; De, dentario; Fr, frontal; Es, esquamosal; Hi, hidide; Ju,
jugal; La, lacrimal; Le, lateroesfendide; Ma, maxilar; Na, nasal; Prf, pré-frontal; Prm
pré-maxilar; Po, pds-orbital; Pt, pterigéide; Qj, quadradojugal; Sa, supra-angular.
Diafanizagdo por KOH e coloragdo dos ossos com vermelho de alizarina e azul de
alcian. Escala: TOMIML ......coooiiiiiiiiiiiiieiceeee ettt et s aaeebeessneeneeas 87

Figura 31: Processo de ossificagdo do cranio de Melanosuchus niger. (A) estagio 15;
(B) estagio 16; (C) estagio 21; (D) estagio 22; (E) inicio estagio 24; (F) estagio 28.
Vista lateral. Abreviaturas: An, angular; Co, coronoide; De, dentario; Es, esquamosal;
Fr, frontal; Ju, jugal; La, lacrimal; Ma, maxilar; Na, nasal; Po, pos-orbital; Prf, pré-
frontal; Prm pré-maxilar; Pt, pterigoide; Qj, quadradojugal; Qu, quadrado; Sa,
suprangular. Diafanizagdao por KOH e coloracdo dos ossos com vermelho de alizarina.
Escala. TOMIML ..c..oiiiiiiie ettt ettt ettt e et sbe e st eenbeeeee 88

Figura 32: Processo de ossificacdo de cranio de Melanosuchus niger. (A) estagio 15;
(B) estagio 16; (C) estagio 22; (D) fim estagio 24; (E) estagio 19; (F) estagio 20; (G)
estagio 22; (H) estagio 26; (I) 42 dias pos-eclosdo. Vista dorsal. Abreviaturas: Bo,
basioccipital; Bs, basisfendide; Ex, exoccipital; Fr, frontal; Ju, jugal; La, lacrimal; Ma,
maxilar; Na, nasal; Prf, pré-frontal; Prm pré-maxilar; Pt, pterigoide; Pp, palpebral; So,
supraoccipital. Diafanizacdo por KOH e coloragdo dos ossos com vermelho de
alizarina. Escala: A, B, E, F.Ge H 10mm; C e D SMmMmM........cccoooviivmiieiiiiiiiiiiiiiieeeeeee s 89

Figura 33: Cranio de Melanosuchus niger. (A) estagio 15; (B) estagio 16; (C) inicio
estagio 19; (D) fim estagio 20; (E) inicio estdgio 21; (F) inicio estagio 25; (G) fim
estagio 24 (H) 42 dias pos-eclosdo. Vista ventral. Abreviaturas: An, angular; Bo,
basioccipital; Bs, basisfenoide; Ecp, ectopterigdide; Ex, exoccipital; De, dentario Hi,
hioide; Ju, jugal, Ma, maxilar; Pl, palatino; Prm pré-maxilar; Pt, pterigoide; Pr,



prodtico. Diafanizacao por KOH e coloracao dos ossos com vermelho de alizarina.
EScala. TOMIML .o.eiiiiiiiee ettt ettt et e et e bt e e b e sbeeeaeeens

Figura 34: Cortes frontais semi-seriados, do cranio de Melanosuchus niger. Estagio
26. Abreviaturas: An, angular; Bo, basioccipital; Bs, basisfendide; CM, canal
mandibular; Co, corondide; De, dentario; Dt, dente; Ecp, ectopeterigdide; Ep,
esplenial; Es, esquamosal; Ex, exoccipital; FC, fontanela craniana; FM, forame
magno; Fr, frontal; Ju, jugal; La, lacrimal; Le, lateroesfendide: Ma, maxila; Na, nasal,
Op, opostotico; Pa, parietal; Pl, palatino; PN, passagem nasal; Po, pos-orbital; Pp,
palpebral; Prf, pré-frontal; Ps, paresfenoide; Pt, pterigoide; Qj, quadradojugal; Qu,
quadrado; Sa, supra-angular; So, supraoccipital; Vo, vomer. Microtomografia e
reconstrugao 3D. Escala: TOMM.........c.coooiiiiiiiiiiiiccie et

Figura 35: Costelas cervicais de Melanosuchus niger, desarticulas em vista ventral.
Abreviaturas: Cap, capitulo; CC1-8, costelas cervicais 1-8; Cor, corpo da costela; Inc,
incisura capitulo-tubercular; PCr, processo cranial; Tub, tubérculo. Escala: Smm.............

Figura 36: Costelas cervicais de Melanosuchus niger. Vista caudal (A) e lateral (B) da
sexta costela articulada com sua respectiva vértebra. Vista ventral (C) e lateral (D) da
quarta e quinta costelas articuladas com suas respectivas vértebras. Abreviaturas: Cap,
capitulo; CC5-4, costelas cervicais 5-4; Cor, corpo da costela; PCr, processo cranial
costal; Tub, tubérculo. Escala: TOMM........coouviiiiiiiiiiiiiiieee e

Figura 37: Costelas e vértebras dorsais de Melanosuchus niger. Vista dorsal (A) ¢
vista ventral (B). Abreviaturas: Cap, capitulo; CDI1, costela dorsal 1; CD4, costela
dorsal 4; CoV, corpo vertebral; PoZ, pds-zigapofise; PrC, processo cranial; PTr,
processo transverso; PrV, processo ventral; Tub, tubérculo; PUn, processo uncinado.
ESCala: SO MM .....ooiiiiiiiiccc e e e e e et e e e aaeaaaas

Figura 38: Costelas, processo uncinado e esterno de Melanosuchus niger. Vista lateral
(A) e vista ventral (B). Abreviaturas: CDI, costela dorsal 1; CD4, costela dorsal 4;
CDI11, costela dorsal 11; Est, esterno; Itc, interclavicula; PrC, processo cranial; PUn,
processo uncinado. Escala: SOMM ........ccoiiiiiiiiiiiiiiiieiecieece e

Figura 39: Gastralia de Melanosuchus niger em vista ventral. Escala: 20 mm.................

Figura 40: Atlas articulado com o axis de Melanosuchus niger. Vista lateral (A), vista
cranial (B), vista dorsal (C) e vista ventral (D). Abreviaturas: PrA, proatlas; ArN, arco
neural; InC, intercentro; PrO, processo odontdide; Ax, axis. Escala: 20mm.......................

Figura 41: Axis de Melanosuchus niger. Vista lateral (A), vista caudal (B), vista
cranial (C), vista dorsal (D) e vista ventral (E). Abreviaturas: Con, condilo vertebral;
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PrE, processo espinhoso; PrO, processo odontdide; PoZ, pos-zigapodfise; PrZ, pré-
zigapofise; SN, sutura neurocentral. Escala: 20mm...........ccccooveeiiiiniiiecciieccie e,

Figura 42: Vértebras cervicais de Melanosuchus niger, em vista, da esquerda para
direita lateral, caudal, cranial, dorsal e ventral. Vértebra cervical III (A), Vértebra
cervical IV (B), Vértebra cervical V (C), Vértebra cervical VI (D), Vértebra cervical
VII (E) e Vértebra cervical VIII. Abreviaturas: ArV, arco vertebral; PoZ, pos-
zigapofise; PrZ, pré-zigapofise; PrE, processo espinhoso; CoV, corpo vertebral; Par,
parapofise, Dia, diapofise; Cav, canal vertebral; PrV, processo ventral. Escala: 20mm.....

Figura 43: Vértebras lombares e sacrais de Melanosuchus niger em vista lateral (A),
vista dorsal (B) e vista ventral (C). Abreviaturas: PrE, processo espinhoso; PoZ, pos-
zigapofise; PrZ, pré-zigapofise; PrT, processo transverso, Cov, corpo vertebral; L1-3,
vértebras lombares 1-3; S1-2, vértebra sacrais 1-2; D12-D13, vétebra dorsais 12-13.
ESCala: 40 MIM......ooiiiiiiiiii e e e e e et e et e e e et e e e e aaaaaean

Figura 44: Primeira vértebra caudal de Melanosuchus niger.Vista lateral (A), vista
cranial (B), vista caudal (C), vista dorsal (D), vista ventral (E). Abreviaturas: CCal,
costela caudal 1; CoBi, condilo biconvexo; PoZ, pos-zigapodfise; PrZ, pré-zigapofise;
PrE, processo espinhoso. Escala: 20mmi........c.ccooccuiiiiiiiiiiieeiiieeeecciee e

Figura 45: Vértebras caudais de Melanosuchus niger.Vista lateral (A), vista dorsal
(B) e vista ventral (C). Abreviaturas: CCa, costela caudal; PrE, processo espinhoso;
PrH, processo hemal; SN, sutura neurocentral. Escala: 40mm.............cccceeevvevvieeeneeennnenn.

Figura 46: Condogenése do esqueleto axial pos-cranial de Melanosuchus niger em
vista dorsal (A e B) e vista lateral (C-G). (A) estagio 7, (B) estagio 8, (C) estagio 10,
(D) inicio estagio 13, (E) fim estagio 13, (F) inicio estidgio 16, (G) estagio 19.
Abreviaturas: ArV, arco vertebral; CC, costela cervical; CD, costela dorsal; CoV,
corpo vertebral; No, notocorda; PUn, processo uncinado. Diafanizagdo por KOH e
coloracdo com vermelho de alizarina ¢ azul de alcian. Escala: A, B, C 3mm; D, E, F,

Figura 47: Condrogénese de vértebras de Melanosuchus niger no final estagio 12,
vista cranial. (A) vértebra cervical, (B) vértebra dorsal, (C) vértebra lombar, (D)
vértebra sacral, (E) vértebra caudal cranial, (F) vértebra caudal média, (G) vértebra
caudal distal. Abreviaturas: ArV, arco vertebral; CC, costela cervical; CCa, costela
caudal; CD, costela dorsal; CoV, corpo vertebral; CS, costela sacral; PrE, processo
espinhoso; PrT, processo transvers; PUn, processo uncinado. Diafanizacao por KOH e
coloracdao com vermelho de alizarina e azul de alcian. Escala: Imm. .............c.....cccoveeen.

Figura 48: Processo de ossificagdo do esqueleto axial pos-cranial de Melanosuchus
niger em vista lateral. (A) inicio estagio 20, (B) fim estagio 21, (C) estagio 22, (D)
inicio estagio 24, (E) fim estagio 25, (F) estagio 28. Abreviaturas: ArV, arco vertebral;
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VCal, vértebra caudal 1; CC, costela cervical, CD, costela dorsal; CoV, corpo
vertebral; PrH, processo hemal. Diafanizagdo por KOH e coloragcdo com vermelho de
alizarina e azul de alcian. Escala: SMm. ............cccooiiiiiiiiiiiiii e

Figura 49: Condrogénese e ossificacdo de embrides de Melanosuchus niger em vista
lateral. (A) fim estdgio 13, (B) inicio estagio 16, (C) inicio estagio 16, (D) inicio
estagio 20, (E) fim estagio 20, (F) inicio estadgio 24, (G) inicio estagio 24, (H, I e J)
fim estagio 25. Abreviaturas: ArN, arco neural; Ax, axis; CC, costela cervical; CCl1,
costela cervical, CCS8, costela cervical 8; Inc, intercentro; Itc, interclavicula; Pat;
proatlas; PrO, processo odontdide. Diafanizagcdo por KOH e coloragdo com vermelho
de alizarina e azul de alcian. Escala: Smm..........ccoocooiiiiiniiiiiieeeeee e

Figura 50: Condrogénese e ossificagdo de embrides Melanosuchus niger em vista
lateral. (A e B) estagio 19, (C) inicio estagio 22, (D) fim estagio 22, (E) inicio estagio
24, (F) fim estagio 25, (G, H e I) estagio 28. Abreviaturas: ArV, arco vertebral; CD,
costela dorsal; CoV, corpo vertebral; Est, esterno; Ga, gastralia; IL, ilio; Itc,
interclavicula; PrT, processo transverso; PUn, processo uncinado; VCal, vértebra
caudal 1, VL3, vértebra sacral 1. Diafanizagcdo por KOH e coloragcdo com vermelho de
alizarina e azul de alcian. Escala: SmMm. ........cccccooeiiiiiiieniiciieiccieceeee e

Figura 51: Cortes histologicos da gastralia e processo uncinado de M. niger. (A) fim
estagio 16, (B e C) fim estagio 24, (D e E) inicio estagio 27, (F) inicio estagio 25.
Abreviaturas: Ga, gastralia; Itc, interclavicula; PUn, processo uncinado. Barra 200um.....

Figura 52: Embrido de Melanosuchus niger no estagio 28, vista lateral. (A) segmento
da coluna dorsal, (B) segmento da coluna lombar, (C) segmento da coluna sacral, (D)
segmento da coluna caudal. Abreviaturas: ArV, arco vertebral; CoV, corpo vertebral;
IL, ilio; SN, sutura neurocentral; PrT, processo transverso. Microtomografia e
reconstrucdo 3D. Escala: TOMML..........cccoiiiiiiiiiiiieiiie e

Figura 53: Cortes histologicos de segmentos da coluna cervical (A, B,C), dorsal (D,
E, F) e lombar (G, H) de M. niger. (A e D) estagio 14, (B e G) estagio 19, (C ¢ F)
inicio estagio 25, (E) fim estagio 24, (H) inicio estdgio 27. Abreviaturas: ArV, arco
vertebral; Cap, capitulo; CC, costela cervical; CD, costela dorsal; CoV, corpo
vertebral; Dia, diapdfise; SN, sutura neurocentral; Par, parapofise; PrE, processo
espinhoso; PrT, processo transverso; PUn, processo uncinado; PrV, processo ventral;
SN, sutura neurocentral; Tub, tubérculo. Coloragao: Hematoxilina e eosina. Barra

Figura 54: Cortes histologicos de segmentos da coluna cervical, dorsal ¢ lombar de
M. niger. (A e G) estagio 19, (B ¢ E) inicio estagio 25, (C) estagio 14, (D ¢ F) fim
estagio 24, (H) inicio estagio 27. Abreviaturas: ArV, arco vertebral; CCa, costela
caudal; CoV, corpo vertebral; CS, costela sacral; Fe, fémur; PrE, processo espinhoso;
PrT, processo transverso; SN, sutura neurocentral;. Colora¢do: Hematoxilina e eosina.
Barra 4O0LUTN......cooiiiiiiieeeeee e ettt et e s et e e eaaee s
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RESUMO

Neste trabalho caracterizamos os estagios embrionarios de Melanosuchus niger,
baseado nas principais transformagdes morfologicas sofridas pelo embrido durante o
processo de desenvolvimento e descrevemos a formagdo condrogénica e o padrao de
ossificacdo do esqueleto. Na Reserva Extrativista do Lago do Cunia, Rondonia, Brasil,
seis ninhos foram marcados e protegidos apds sua postura. As amostras foram
submetidas a técnica de diafanizag@o e coloragdo dos ossos ¢ cartilagens. Para estagios
iniciais foi empregada a técnica histologica de rotina com coloragdao HE e microscopia
eletronica de varredura para andlises mais acuradas. Identificamos 28 estagios
embriondrios entre a formacdo do arco faringeo e eclosdo. As variagdes encontradas no
aparecimento das estruturas do M. niger comparado com outros Crocodylia, podem ser
explicadas, em parte, pela temperatura. Na coluna vertebral a formacao cartilaginea
aparece primeiro nos arcos vertebrais e s6 mais tarde no corpo vertebral, a progressao
dessa condensagdo segue no sentido cranio-caudal. Ja o processo de ossificacdo se inicia
nos corpos das vértebras e depois pelos arcos vertebrais também no sentido cranio-
caudal. Os processos espinhoso e transverso desenvolvem-se a partir de extensdes do
arco vertebral e as costelas surgem com centros de ossificacdo independente. O
condrocranio de M. niger corresponde nas regides da capsula nasal orbitotemporal e
otico-occipital. Seu desenvolvimento inicia-se no estagio 9, com a condrificacdo da
cartilagem acrocordal, das trabéculas e da cartilagem mandibular. A capsula nasal inicia
sua formacdo pela condrificacdo do septo nasal no estdgio 10, que contata a regido
orbitotemporal através da comissura esfenoetimdide. A cartilagem quadrada bem como
a placa basal estdo presentes no estagio 13 e 14, respectivamente. O condrocranio
apresenta-se bem formado no estagio 16. Mas as primeiras ossificagdes sdo notadas a
partir do estagio 13 nos ossos maxila, jugal, pos-orbital, pterigoide e dentdrio. O osso
parietal inicia sua formagao Ossea a partir de dois centros de ossificagao, no estagio 20.
O basisfenoide e o paraesfendide se ossificam nos estiagios 15 e 16 e, durante a
ontogenia, se fundem e ddo origem ao parabasisfenoide. Os ossos da mandibula se
ossificam entre os estadgios 13 a 16. Os ossos quadrado, lateroesfendide, basisfenoide,
basioccipital, exoccipital, prootico, epidtico, opistotico, supraoccipital e articular se
ossificam de maneira endocondral. Os elementos dérmicos iniciam sua ossificagdo antes
dos endocondrais. Na cintura peitoral a escépula ¢ ligeiramente maior € apresenta

centros de ossificacdo antes do coracoide. Nos elementos da cintura pelvina, ilio e



isquio se desenvolvem como uma peca Unica, apesar de se ossificarem por dois centros
distintos. Ja o pubis se desenvolve por um centro cartilagineo independente e se mantém
livre. Nos estagios iniciais descrevemos a formacdo do estilopddio e zeugopddio dos
membros toracicos e pelvinos, oriunda da condensacdo cartilaginea com formato de Y,
diferencia¢do do eixo primario e arco digital. As maiores alteragdes foram observadas
nos mesopodios, tanto no padrao condrogénico como na ossificagdo, como fusdes de
elementos cartilagineos e auséncia de ossificagdo em algumas falanges. As sequéncias
condrogénica e de ossificagdo ndo seguem o mesmo padrdo de outros grupos de répteis.
Além do mais, as diferengas apontadas entre M. niger e outras espécies indicam

claramente que ha mais de um padrao desses eventos para os Alligatoridae.

Palavras-chave: Anatomia, embrido, jacaré-agu, ontogenia, ossificagado



ABSTRACT

In the present work, we characterize the embryonic stages of Melanosuchus niger, based
on the main morphological transformations which occurre during development. We also
describe the chondrogenesis and ossification pattern of the skeleton. Six nests were
labeled and protected following laying in the Reserva Extrativista do Lago Cunia,
Rondonia, Brasil. Samples were prepared using the clearing and double-staining
method. For the early stages, a routine histological technique HE, was applied and for
more accurate analysis scanning electron microscopy was used. We established 28
embryonic stages from the formation of pharyngeal arches to hatch. The variations
found in embryogenesis of M. niger, when compared to other Crocodylia can be
partially explained by temperature. Spinal column cartilage formation centers rise in
vertebral arches and only later in the vertebral body and the progress of this
condensation follow a goes continue in a cranio-caudal direction. The process of
ossification begins in the vertebral body and then by the vertebral arches also follow a
goes continue in a cranio-caudal direction. The spinous and transverse processes
develop from vertebral arch extensions and the ribs develop by independent.The
chondrocranium of M. niger corresponds to the nasal capsule, orbitotemporal and otic-
occipital regions. Its development begins at stage 9, with condrification of the
trabeculae, and the acrocordal and mandibular cartilages. The nasal capsule begins its
formation with condrification of the nasal septum at stage 10, which reaches the
orbitotemporal region through the sphenoethmoidal commissure. The quadrate cartilage
and the basal plate are present at stages 13 and 14, respectively. Chondrocranium is
already well formed on Stage 16. However, early ossifications are noticed from stage 13
on maxillary, jugal, postorbital, pterygoid, and dentary bones. The parietal bone begins
its formation on two ossification centers, at stage 20. Basisphenoid and Parasphenoid
bones are formed at stages 15 and 16. These bones fuse during ontogeny, giving rise to
the parabasiphenoid bone. The jaw bones ossify between Stage 13 and 16. Quadrate,
laterosphenoid, basisphenoid, basioccipital, exoccipital, prootic, epiotic, opisthotic,
supraoccipital and articular bones ossify endochondrally. Skin elements begin their
ossification before the endochondral elements. On the forelimb, the scapula is larger
than the coracoid and its ossification centers are previously formed. On the hindlimb,
the ileum and ischium develop as a single piece, despite their ossifications being

performed at two different centers. The pubis is developed by an independent



cartilaginous center, and remains unattached. During the early stages, we described the
formation of stilopodium and zeugopodim of both the thoracic and pelvic limbs,
originated from Y-shaped cartilaginous condensation, and differentiation the primary
axis and digital arch. The most important alterations were observed for the
mesopodium, on both chondrogenic pattern and ossification, as the fusion of
cartilaginous elements and the absence of ossification of some phalanges. The
chondrogenic and ossification sequences do not share the same patterns as other groups
of reptiles. Moreover, the differences between M. niger and other species indicate that

there is clearly more than one pattern of these events among Alligatoridae.

Key-words: Anatomy, embryo, Black caiman, ontogeny, ossification.



1 INTRODUCAO

1.1 Crocodylia

A superordem Archosauria surgiu no Triassico e sobrevive até hoje. Sobreviveu
as grandes extingdes que marcaram a histéria, com grande disparidade de formas e
diversidade de espécies, além de ter um bom registro fossil (Clark, 1994). Os
Crocodylia, juntamente com as aves, sao 0os Unicos representantes vivos desse grupo
(Benton e Clark, 1988).

Hoje, os Crocodylia representam apenas uma pequena fracao das espécies que
existiram ha 220 milhdes de anos. As 23 espécies viventes distribuem-se em oito
géneros e trés familias, Alligatoridae com oito espécies nas regides Holartica, Oriental e
Neotropital, Crocodylidaec com 14 espécies nas regides Neotropical, Oriental,
Australiana e Etiopia, e Gavialidae com apenas uma espécie na regido oriental
(Thorbjarnarson, 1996; Horna et al., 2001; Zug et al., 2001; Pough et al., 2003).
Possuem o corpo alongado, cranio robusto com longo focinho e mandibulas fortes
guarnecidas de dentes, pescogo curto, tronco cilindrico que continua numa cauda
comprimida lateralmente, membros pequenos, mas fortemente desenvolvidos. O
pescogo, tronco e cauda sdo protegidos dorsalmente e as vezes ventralmente por placas
Osseas, os osteodermos, que sdo cobertos por uma grossa pele queratinosa (Scheyer e
Sander, 2004; Azevedo, 2007).

Apesar de serem carnivoros, sua dieta inclui uma grande diversidade de itens na
natureza. Sao predadores oportunistas, podendo se alimentar qualquer animal vivo
capturavel, incluindo os da mesma espécie. Tal consumo estd relacionado com a
disponibilidade e capturabilidade da presa. A dieta varia com a idade, habitat, estagdo
do ano e regido geografica (Santos et al., 1993). Na natureza os filhotes alimentam-se de
crustaceos, gastropodes e principalmente insetos (Diefenbach, 1988).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Herpetologia (2010), no Brasil
ocorrem seis espécies, todas pertencentes a familia Alligatoridae: jacaré-pagua,
Paleosuchus palpebrosus (Cuvier, 1807); jacaré-coroa, Paleosuchus trigonatus
(Schneider, 1801); jacaré-agu, Melanosuchus niger (Spix, 1825); jacaré-tinga, Caiman
crocodilus (Linnaeus, 1758); jacaré-de-papo-amarelo, Caiman latirostris (Daudin,
1802) e jacaré-do-Pantanal, Caiman yacare (Daudin, 1802). Segundo Azevedo (2007),

os representantes desse grupo de répteis sdo semi-aquaticos, ¢ estdo sempre associados



aos cursos d’agua, bem como a vegetacao que ocupa as margens de rios, riachos, lagos e
lagoas (Herron, 1994). Aquecem-se regularmente nas margens e constroem ninhos

terrestres para a incubagao dos seus ovos.

1.2 Melanosuchus niger

A espécie M. niger, conhecida popularmente como jacaré-agu ou jacaré-gigante,
distribui-se basicamente por toda a bacia amazonica. E a maior espécie da familia
Alligatoridae ¢ os machos podem alcangar 4 metros de comprimento, chegando a
extremos de até 6 metros (Medem, 1983; Farias et al., 2004).

Segundo Herron (1994) e Rebélo e Lugli (2001), essa espécie ¢ mais exigente
em termos de qualidade de ambiente. E extremamente abundante em véarzea e igapo de
planicie inundavel, associado a lagos e pantanos. Constroem ninhos de 1,5 m de
diametro durante a estacdao seca ¢ pdem de 30 a 60 ovos. Os ninhos podem ser vistos
tanto em locais abertos, quanto em locais protegidos. A eclosdo ocorre entre dois a trés
meses ¢ coincide com o inicio da estacdo chuvosa (Medem, 1963; Herron, 1990;
IBAMA, 2010). Segundo Packard e Packard (1984) e Pinheiro et al., (1997), a
temperatura ¢ um importante fator abidtico que influéncia o periodo de
desenvolvimento bem como a determinagao sexual.

O jacaré-acu estd avaliado pela IUCN (International Union for Conservation of
Nature) e Apéndice I da CITES (The Convetion on International Trade in Endangered
Species of Wild Fauna and Flora) como uma espécie em risco de extingdo (Ross, 1998).
A ameaca de extingdo se deu basicamente pela atividade predadora do homem em
busca, principalmente, do couro, devido a baixa frequéncia de osteodermos, e da carne
para o consumo. Entretanto, em algumas regides da AmazOnia existem populagdes
extremamente numerosas que podem ser manejadas de maneira legal (Da Silveira et al.,
1997; Da Silveira ¢ Thorbjarnarson, 1999). Recentemente M. niger foi excluido da lista
de espécies da fauna brasileira com ameaga de extingdo, o que nao ocorreu a nivel

internacional, devido seu elevado valor comercial (Villela, 2008).

1.3 Determinacéo de estagios embrionarios
A embriologia dos répteis tem sido investigada ha muito tempo, por diferentes
pesquisadores (Parker, 1869; Kamal e Hammouda, 1965; Kamal et al., 1970).

Hamburger e Hamilton (1951) foram os primeiros a fornecer um padrdo de estagios



embrionarios normal para Archosauria. Posteriormente varias espécies de répteis
tiveram seus estdgios determinados (Yntema, 1968; Noro et al., 2009; Tokita e
Kuratani, 2001). J4 para a ordem Crocodylia h4 ainda escassez de estudos dessa
natureza, sendo Magnusson e Taylor (1980) os pioneiros na caracterizacdo dos estagios
embrionarios baseado nas caracteristicas morfologicas externas para Crocodylus
porosus (Crocodylidae), seguido por Ferguson (1987) para Alligator mississippiensis
(Alligatoridae) e Tungman et al. (2008) para Caiman latirostris (Alligatoridae). Embora
outras obras mais antigas, como a de Voeltzkow (1899) apud Tungman et al. (2008) com
Crocodylus madagascariensis e Reese (1915) com Alligator mississippiensis, tenham
descrito algumas caracteristicas embrionarias, nenhum deles estabeleceram uma série
completa.

Antes da descricdo e padronizacdo desses estagios, muitos pesquisadores
usavam padroes de medidas corporais com intuito de estimar idade aproximada do
embrido (Risley, 1933), ocorrendo constantes erros. Uma classificacdo baseada também
apenas na idade cronologica tem muitas falhas, especialmente em relagdo ao tempo de
incubacdo, que ¢ normalmente variavel e alteragdes na taxa de desenvolvimento podem
ocorrer entre os embrides da mesma idade e dentro de um mesmo ninho (Donayo et al.,
2002).

O tempo de incubagdo dos ovos de Melanosuchus niger compreende o periodo
desde a desova até a eclosdo, e pode variar de dois a trés meses (Medem, 1963; Herron,
1990). Estudos com Crocodylia demonstraram que a temperatura ¢ um importante fator
abiotico que influencia a duragdo do desenvolvimento embriondrio, embora também
possa ser afetado por outras variaveis, como umidade (Packard e da Packard, 1984).

O estabelecimento dos estagios embriondrios das espécies de Crocodylia C.
porosus (Magnusson e Taylor, 1980), A. mississippiensis (Ferguson, 1987) ¢ C.
latirostris (Iungman et al., 2008), bem como para Apalone spinifera (Greenbaum e Carr,
2002), Python sebae (Boughner et al., 2007), Gallus gallus (Hamburger ¢ Hamilton,
1951), Coturnix coturnix japonica (Ainsworth et al., 2010), Eleutherodactylus coqui
(Townsend e Stewart, 1985) e Carofilia perspicillata (Cretekos et al., 2005), foram
definidos de acordo com o aparecimento continuo de distintas caracteristicas
morfolégicas externas em determinado momento do desenvolvimento. Essas
caracteristicas sdo descritas detalhadamente e sdo consideradas critérios para o

reconhecimento diferencial de cada estagio.



1.4 Esqueleto dos Crocodylia

Segundo Rieppel (1993b), o esqueleto dos Crocodylia se divide anatomicamente
em: Cranio, composto pelo os ossos do cranio; esqueleto axial pds-cranial, composto
pelos ossos da coluna vertebral e costelas e o esqueleto apendicular, formado pelos
ossos das cinturas peitoral e pelvina e pelos ossos dos membros toracicos e pelvinos.

O esqueleto dos vertebrados ¢ um dos sistemas mais importantes para estudos
morfoldgicos, uma vez que, a estrutura mineralizada dos ossos ¢ preservada em fosseis,
isto permite comparagdes com grupos viventes e a determinagdo de homologias, com o
intuito de tracar as relagdes entre os diferentes grupos (Buscalion et al., 1997). As
grandes variacdes dos elementos esqueléticos observados ao longo da historia evolutiva
dos grandes grupos, refletem a plasticidade de tal sistema para responder aos diferentes
habitats dos animais, e fornecem informag¢des importantes a respeito do modo de vida
animal, como postura, porte, tipo de locomocao, alimentacdo, entre outras (Shubin et
al., 1997; Kardong, 2010).

Os padroes de desenvolvimento das cartilagens e 0ssos mostram os mecanismos
responsaveis pela origem destas variacdes evolutivas, e sdo importantes indicios de
relagdes de parentesco (Maisano, 2002).

O sistema esquelético dos vertebrados ¢ composto de cartilagem e osso e
apresentam variacdo na morfologia e arquitetura tecidual (Hua e Buffrenil, 1996).
Entretanto, a despeito desta diversidade, eles apresentam algumas caracteristicas
embrionarias comuns. Todos os tecidos esqueléticos provém de células com morfologia
mesenquimal, mas a origem do mesénquima ¢ o produto de células de trés linhagens
embriondrias distintas. Células da crista neural formam o esqueleto craniofacial, o
mesoderma paraxial deriva o esqueleto axial, e as células do mesoderma lateral formam
os membros (DeLise et al., 2000; Olsen et al., 2000; Kawakami et al., 2006).

No inicio do desenvolvimento do esqueleto, células mesenquimais comegam a se
condensar em locais que eventualmente serdo ocupados por elementos do esqueleto.
Estas condensag¢des mesenquimais formam os primeiros moldes do esqueleto. Pouco
tempo depois, células dentro destas condensacdes se diferenciam em condroblasto e
formam o primeiro esbocgo cartilagineo do esqueleto. Em tais modelos, uma seqiiéncia
de modificacdes regulares assinala o aparecimento de centros de ossificacdo. No local
onde ird formar cartilagem, as células mesenquimais isoladas retraem seus

prolongamentos, arredondam-se e se agrupam em massas densas chamadas de centro de



condrificagdo (Olsen et al., 2000; Mackie et al., 2008). A medida que este processo
progride, os condroblastos ficam aprisionados na sua propria matriz e diferenciam-se
em condrdcitos. Estes sintetizam e renovam macromoléculas da matriz cartilaginea
(Goldring et al., 2006; Prochel, 2006).

A formacdo do osso durante o desenvolvimento embrionario pode ocorrer
basicamente por duas maneiras: ossificacio endocondral e ossificacdo
intramembranosa. O osso formado por qualquer destes dois processos ¢ idéntico
histologicamente (Wagner e Karsenty, 2001; Miura et al., 2008). A maioria dos 0ssos
longos e curtos do corpo se desenvolve por ossificacdo endocondral. Este tipo de
ossificacdo utiliza uma peca de cartilagem hialina como molde. H4 a formagao inicial de
uma placa delgada de matriz dssea na regido média da diafise onde os condrocitos se
hipertrofiam, a matriz cartilaginea ¢ reduzida e mineralizada e os condrocitos morrem
por apoptose (Wagner e Karsenty, 2001). Este processo se inicia precocemente no
embrido, continuando ap6s o nascimento, cada vez com mais cartilagem sendo
substituida por osso (Inada et al., 2004).

A ossificagdo intramembranosa ou dérmica é responsavel pelo desenvolvimento
dos ossos planos, especialmente aqueles que se encontram no cranio. Ao contrario do
que acontece na ossificagdo endocondral, a cartilagem ndo estd envolvida ou presente
nesse processo. Envolvem a mineralizagdo direta da membrana de tecido conjuntivo,
ricamente vascularizado. O processo tem inicio pela diferenciagdo de células
mesenquimais que se transformam em grupos de osteoblastos. Estes sintetizam o
osteoide, que logo se mineraliza. Os varios centros de ossificagdo crescem radialmente,
acabando por substituir a membrana conjuntiva preexistente (Olsen et al., 2000; Scheyer

e Sander, 2004).

1.5 Cranio

Estudos em biologia do desenvolvimento tém como foco principal o
conhecimento dos padrdes evolutivos e os mecanismos de formagdo dos organismos
(Raff e Raff, 2000; Hall, 2002; Arthur, 2002a, b). A condrogénese ¢ a seqiiéncia de
ossificacdo sdo de grande interesse para compreensdo da evolugdo dos sistemas
morfoldgicos. Mabee e Trendler (1996), Smith (2002), Sanchez-Villagra et al. (2007,
2009) e varios outros, contribuiram com subsidios para compreensdo do papel da

ontogenia nas mudangas evolutivas com base em analises filogenéticas e heterocronicas,



sendo a descrigdo de possiveis transformagdes ontogénicas essencial para a
compreensdo do padrdo de desenvolvimento (Schoch, 2006).

Os diferentes padrdes de crescimento observados no esqueleto dos vertebrados
sdo promovidos pela morfogénese, que sdo determinados pela interagdo de fatores
intrinsecos, ou génicos, ¢ extrinsecos, sendo estes, representados por alteragdes nos
fatores ambientais, mecanicos ou funcionais, que podem estimular ou inibir o
crescimento, especialmente no cranio (Monteiro e Soares 1997; Monteiro et al., 1997;
Vickaryous e Hall, 2008).

As investigacoes acerca da formagdo do cranio apresentam este foco, visto que
minimas mudangas neste sistema multidimensional podem representar um grande
significado fenotipico. Embora o cranio dos vertebrados apresente uma grande
variedade na arquitetura, fungdo e padrdes de crescimento, estes também possuem um
alto grau de conservacao nos mecanismos de desenvolvimento (Francis-West et al.,
1998; Hall 1999). Em contrapartida existem demandas funcionais, as quais a anatomia
destes organismos necessita se adaptar, refletindo no padrdo de desenvolvimento das
estruturas (Adriens e Verraes, 1998).

Para répteis, poucos detalhes do desenvolvimento do esqueleto do cranio sao
conhecidos. Estes exploram principalmente o padrdo e sequéncia de ossificacdo de
Alligator mississippiensis (Rieppel, 1993b; Bellairs ¢ Kamal, 1981), alguns deles
restritos a formacdo da denticdo (Westergaard e Ferguson, 1986, 1987, 1990),
desenvolvimentos de elementos dérmicos (Vickaryous e Hall, 2008), paresfendide
(Klembara, 1993) e posparietal (Klembara, 2001) e outros com foco no
desenvolvimento da por¢do otoccipital (Shiino, 1914; De Beer, 1937; Miiller, 1967;
Iordansky, 1973), sendo concluido por varios destes autores que certas estruturas
cranianas sdo filogeneticamente proximas com aves em relacdo aos demais répteis
viventes (Baird, 1970).

A elucidacdo do padrdo de desenvolvimento do cranio em Crocodylia viventes
pode contribuir ndo somente para o entendimento da evolucdo desta estrutura, mas
também para esclarecer similaridades e diferengas entre os varios tdxons relacionados
(Klembara, 2005), oferecendo subsidios que fomentem a interpretacio de novas
evidencias fosseis que documentem a evolugdo dos Archosauria, bem como dados

relevantes para futuras comparagdes filogenéticas.



1.6 Membros e cinturas toracicas e pelvinas

Os Archosauria sdo caracterizados por uma grande redu¢do no nimero de
elementos na regido do carpo e tarso (Colbert, 1952; Romer, 1956; Parrish, 1987,
Miiller e Alberch, 1990; Burke e Feduccia, 1997; Riff, 2007). Isto reflete o ambiente e
os modos de locomocdo das diferentes espécies. Mesmo que o nimero de elementos
ossificados do autopddio de alguns Archosauria seja 0 mesmo que em outros taxons, as
diferencas reveladas durante o seu padrdo de desenvolvimento condrogénico sdo
consideraveis. A morfogénese da cartilagem define um padrdo primario que pode ser
alterada por heterocronia € um padrao secundario que envolve modificacdes do padrao
primdrio (Miiller, 1991). As modificagdes secundérias sdo anteriores a ossificagdo e,
assim, a ossificagcdo toma lugar da cartilagem pré-formada (Hinchliffe e Johnson, 1983).

No geral, os padrdes esqueléticos dos membros dos tetrapodes derivaram do
padrao primitivo por perdas e fusdes de elementos, que podem ser constatadas por meio
de estudos da embriologia (Hildebrand e Goslow, 2006; Romer, 1956).

O desenvolvimento embriondrio ¢ arquitetado a partir de complexos padrdes de
expressdo de genes organizados espaco-temporalmente, que regem a construgdo do
organismo, ¢ que sdo extremamente conservados entre os grupos (Richardson et al.,
1999; Carrol et al., 2000). Variagdes nestes padrdes sdo, na maioria das vezes, 0s
mecanismos responsaveis pela diversidade fenotipica (Dover, 2000; Wagner, 2001).

A ontogenia dos membros dos tetrdpodes ¢ um dos principais ¢ mais bem
conhecidos modelos no campo da biologia do desenvolvimento (Johnson e Tabin, 1997,
Gilbert, 2006). Os membros sdo considerados como mddulos praticamente autonomos
que seguem uma seqiiéncia de desenvolvimento muito bem estruturada por cascatas de
expressao de genes, que coordenam a construgdo de uma estrutura completa e funcional.
Estudos experimentais sobre o desenvolvimento dos membros mostraram que as regras
basicas de construcao sdo basicamente as mesmas para os tetrapodes (Shubin e Alberch,
1986), com moléculas de sinalizacio que desempenham papel fundamental na
determinag@o dos trés eixos do membro: fator de crescimento do fibroblasto, regulando
o ecixo proximo-distal; sonic hedgehog, regulando o eixo antero-posterior ¢ Wnt7a,
regulando parte do eixo dorso-ventral (Gilbert, 2006).

Shubin e Alberch (1986) descreveram o desenvolvimento do esqueleto com base
em conexdes espaciais, onde as primeiras condensagdes esqueléticas aparecem

proximalmente, e ainda outras condensagdes por meio de segmentacdo e eventos de



bifurcagdo ocorrem e formam o eixo primario, no qual o imero/fémur alonga-se e sofre
ramificagdo para formar a ulna e radio/fibula e tibia, e o eixo primdrio se estende através
da ulna/fibula, ulnar do carpo/fibular do tarso e elementos do dedo IV. Miiller e Alberch
(1990) concluiram que esta é a caracteristica invaridvel mais proeminente no
desenvolvimento dos membros. Representantes Archosauria como A. mississippiensis
(Miiller e Alberch, 1990), Struthio camelus (Kundrat, 2009) e Gallus gallus (Burke e
Feduccia, 1997), além de espécies de anuros (Fabrezi e Alberch, 1996), Lagartos
(Blanco e Alberch, 1992) e Testudines (Sanchez-Villagra et al., 2008b, 2009; Sheil e
Portik, 2008) seguem esse padrao.

A diferenciacdo precoce desse eixo primario ¢ uma importante ferramenta
morfologica que permite uma interpretagdo da identidade e homologia dos dedos e
elementos especificos do autopddio, bem como identificar e discutir a relagdo de
posigdes das estruturas e dire¢des de crescimento (Burke e Feduccia, 1997).

Porém, poucos trabalhos abordam o desenvolvimento embrionéario do esqueleto
apendicular de reptilianos como Chamaeleo hoehnelli (Rieppel, 1993a), Gehyra
oceanica e Lepidodactylus lugubris (Rieppel, 1994a), Apalone spinifera (Sheil, 2003),
Lacerta agilis exigua (Rieppel, 1994b), Podocnemis expansa (Vieira e Santos, 2007),
Trachemys scripta (Sheil e Portik, 2008) e Struthio camelus (Kundrat, 2009). Na ordem
Crocodylia os processos ontogénicos que levam ao desenvolvimento desse segmento do
esqueleto, foram restrito para Alligator mississippiensis (Miiller e Alberch, 1990;
Rieppel, 1993b) e Caiman yacare (Lima, 2010); neste ultimo, apenas o processo de

sequéncia de ossificagdo ¢ abordado.

1.7 Esqueleto axial pos-cranial

No desenvolvimento dos elementos vertebrais, a notocorda que sustenta o eixo
do corpo do embrido nos estagios iniciais, € funcionalmente substituida por uma série
de vértebras, que se formam ao redor desta e do tubo neural. A série vertebral pode ser
dividida nas regides pré-sacral, sacral e caudal. Cada vértebra ¢ composta por um
centro, um arco neural que cresce para formar dorsalmente o espinho neural e, em
muitos casos, um intercentro localizado ventralmente entre cada centro vertebral. Na
regido caudal, arcos hemais em forma de “°V’’ podem estender-se para baixo do

intercentro ao longo da cauda (Vickaryous e Hall, 2008).



Articulado em algumas vértebras de Crocodylia, estdo as costelas. Estas se
conectam ao esterno por meio do processo uncinado. Originalmente, as costelas
estendiam-se ao longo de todo o comprimento da coluna vertebral para aumentar o
contato direto dos musculos axiais com o esqueleto. A medida que aumentaram em
comprimento, elas passaram a proteger visceras subjacentes, mas a flexibilidade e um
peso minimo foram mantidos. Somente nos amniotas elas estdo especializadas para
contribuir para o mecanismo respiratorio (Hofstetter e Gasc, 1969; Paul, 2002).

Cada grupo de animais apresenta peculiaridades ontogenéticas durante a
formagdo de seu esqueleto axial, resultando na forma adulta, que atende as necessidades
especificas dos mesmos (Burke, 1989). Nos Testudines, por exemplo, o casco ¢ uma
caracteristica evolutiva sinapomorfica altamente especializada, que faz deste um clado
restrito (Gilbert et al., 2001; Lee, 1996; Li et al., 2008). Nos demais répteis, tais
particularidades s3o menos notaveis e, consequentemente, menos exploradas. O
esqueleto axial dos Crocodylia, dentre outros, apresentam caracteristicas particulares e
pouco conhecidas. Tais modificacdes podem ser entendidas por meio de estudos
ontogénicos relacionados com o padrio evolutivo do taxon (Hildebrand e Goslow,
2006).

A ordem em qual os ossos se ossificam ¢ uma fonte de dados, até entdao, pouco
utilizada. Porém, recentemente, Maisano (2002), Sanchez-Villagra (2002) e Schoch
(2006), tem destacado o potencial destas informagdes para analises filogenéticas.
Embora estas sequéncias sejam, normalmente, conservadas dentro de uma espécie, os
fatores que afetam a sua evolugdo sdo em grande parte especulativo, como ¢ o efeito da
seqiiéncia de ossificacdo heterocronia e evolugdo morfologica (Sanchez-Villagra, 2002;

Prochel, 2006; Sanchez-Villagra et al, 2008a; Maxwell, 2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Determinar os estagios embriondrios e elucidar a ontogenia do esqueleto do

Melanosuchus niger, nos diferentes estagios de desenvolvimento pré ¢ pos-natal.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar os estagios embrionarios;

2. Descrever os elementos esqueléticos de Melanosuchus niger adulto.

3. Determinar a ordem de aparecimento das cartilagens formadoras do primeiro esboco
do esqueleto do embrido;

4. Determinar a ordem de aparecimento dos centros de ossificagdo dos elementos
esqueléticos;

5. Comparar a ordem de aparecimento da cartilagem com os centros de ossificagdo nos
elementos esqueléticos;

7. Relatar possiveis variagdes intraespecificas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e coleta de embrides

Na Reserva Extrativista do Lago Cunid, no estado de Rondonia, Brasil, seis
ninhos foram marcados e protegidos com tela de metal apos a postura (apéndice 1),
entre os meses de outubro a dezembro de 2008, sob licenga n°. 12243-1/2007
RAN/IBAMA. Dos ninhos, mantidos sob condi¢des naturais de incubagdo (apéndice 2),
dois ovos foram retirados em intervalos regulares de 24 horas, a partir do décimo dia de
desenvolvimento. Esse procedimento foi repetido até a eclosdo, o que permitiu obter
uma seqiiéncia ontogenética com 186 amostras.

Os embrides foram removidos cirurgicamente de seus ovos, eutanasiados com

anestésico Tiopental S0mg/Kg e preservados em formalaldeido 3,7%.

3.2 Coleta de filhotes

Para andlise pos-eclosdo, 30 filhotes foram recolhidos e mantidos em tanque
com agua contendo aquecedores elétricos com temperatura média de 27 °C e
alimentados a ad libidum. Um espécime foi recolhido a cada trés dias do tanque e
submetidos a eutandsia por injecdo de Tiopental 50mg/Kg e fixados em formaldeido
3,7% (Procedimento indicado pela Americam Veterinary Medical Association-AVMA).
Ao fim de toda a coleta, as amostras foram encaminhadas para o Laboratério de
Anatomia Comparativa dos Vertebrados (LACV), na Universidade de Brasilia - UnB,
para processamento e analise.

Os métodos de anestesia e eutanasia foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso Animal do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia (UnBDOC
n° 100271/2009).

3.3 Descricdo de estagios embrionarios

Os estagios embrionarios foram determinados de acordo com o aparecimento de
diferentes caracteristicas morfoldgicas externas. As principais estruturas ou caracteres
utilizados como parametros foram: arcos faringeos, somitos, fissura coroide,
desenvolvimentos dos membros, aparecimento de garras nas maos e pés, estruturas
nasais, desenvolvimento da papila urogenital, cloaca, membrana nictante, palpebra,

coloracdo do tegumento, nivel de absor¢ao do vitelo, aparecimento dos dentes e dente
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do ovo. Para observacdes detalhadas das tais estruturas, utilizou-se um microscopio
estereoscopico (Leica S6D) e para registros das informac¢des uma camera fotografica
digital (Sony DSC H20 10.1). As imagens que mais bem representaram as

caracteristicas dos estagios foram amostradas nesse manuscrito.

3.4 Microcopia eletronica de varredura

Os primeiros embrides foram também analisados por microscopia eletronica de
varredura (MEV) para revelar alguns dos principais elementos presentes durante o
inicio do desenvolvimento. Estas amostras foram fixadas em uma solucdo de
glutaraldeido 2% e paraformaldeido 2% diluida em tampao cacodilato de so6dio 0,1M,
imediatamente apds a sua remocao. Apds a fixacdo, o material foi preservado em uma
solugdo tampao de cacodilato de so6dio 0,1M, aguardando o processo de pos-fixagdo,
quando o material foi, entdo, submerso em uma solu¢ao de tetroxido de 6smio 1%. Em
seguida, o material passou por um processo de desidratagdo gradativa com banhos de
solugdes aquosas de acetona de 30, 50, 70 e 90% e trés banhos de acetona pura, de 15
minutos cada, antes de sofrer a secagem ao ponto critico com CO; e metalizagdo de sua
superficie em um sputter coater. O material foi fotogratado no microscopio JEOL JEM
840A.

3.5 Diafanizacao e coloracao de 0ssos e cartilagens

As amostras foram submetidas as técnicas de diafaniza¢do por hidroxido de
potassio (KOH) e coloragao dos ossos pela alizarina e da cartilagem pelo azul de alcian,
segundo os métodos de Davis e Gore (1936) e Dingerkus e Uhler (1977) modificado.
Consiste em fixacao das amostras em formaldeido 3,7% neutro por no minimo 48 horas;
lavagem com agua destilada por 72 horas com posterior evisceracdo e ablagao da pele,
quando necessario. Para coloragdo das cartilagens, os espécimes foram imersos em uma
solucdo composta por 10mg de azul de alcian, 80ml de alcool etilico 95% e 20ml de
acido acético glacial, durante 24 horas. Apds reidratacdo com série alcoolica
decrescente, neutralizacdo com solugdo saturada de borato de soédio e clareamento da
musculatura com solucdo de KOH 0,5% para os espécimes de até 40 dias e KOH 2%
para os espécimes acima de 40 dias; os ossos foram corados com Alizarina 0,1% em

solucdo aquosa de KOH 0,5%. Posteriormente os espécimes foram transferidos para
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solucdes de glicerina: KOH 0,5% em série crescente de 30%, 50%, 90% e, finalmente
em glicerina pura, onde foram mantidos.

Os espécimes foram analisados com auxilio de um estereomicroscéopio (Leica,
DM 1000), equipado com um sistema de captura de imagens (Leica, Camera Software
DFU Twain 6.7.0). Neste trabalho utilizamos o termo "centro de ossificacao" para as
menores areas observadas de ossificacdo de cada osso, evidenciadas por meio da técnica
de tingimento com alizarina, que revela acimulo de célcio e ndo necessariamente o

primeiro evento do desenvolvimento do 0sso.

3.6 Processamento histoldgico

Foi ainda realizado processamento histologico de segmentos do cranio,
esqueleto axial pds-cranial e membros no laboratorio de histopatologia da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), segundo protocolo descrito por Behmer et al. (1976). De
cada fragmento foram preparadas varias laminas com cortes semi-seriados.
Posteriormente foram submetidas a técnica de coloragdo de rotina com hematoxilina e
eosina (Behmer et al., 1976). As laminas foram analisadas com auxilio de microscopio
binocular Olympus BX40 acoplado a camera Olympus OLY-200. As imagens foram

obtidas utilizando-se objetivas de 5 e 10x.

3.7 Microtomografia

Os embrides nos estagios 16, 17, 18, 20, 22, 24, 26 ¢ 28 foram escaneados em
um microtomoégrafo SkyScan modelo 1076, do Departamento de Genética e Morfologia
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia. Foram utilizados os
seguintes parametros: tensdo 55 KV, corrente 181pA, resolucdo 35um e filtro de
aluminio 0.5mm para as amostras até o estagio 22 e tensdo 85 KV, corrente 118uA,
resolucdo 35um e filtro de aluminio 1.0mm, nos demais embrides. As imagens obtidas
foram reconstruidas pelos softwares NRecon e a reconstru¢do volumétrica por CTvox e
cortes seriados avaliados no Data Viewer o que permitiu a andlise de cortes em trés

eixos bem como a obtengdo de imagens tridimensionais.
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3.8 Descricéo do esqueleto

O esqueleto foi descrito baseado em trés espécimes adultos com comprimento
médio de 2,40 metros todos bem conservados, provenientes do acervo do Laboratoério
de Pesquisa e Ensino em Animais Silvestres da Universidade Federal de Uberlandia-

UFU.

3.9 Terminologia adotada

Para a identificagdo e descri¢ao das estruturas esqueléticas foram utilizadas as
terminologias propostas por Mook (1921), lordansky (1973) e Romer (1956), para
identificacdo das condensacdes cartilagineas e padrao de ossificacio Burke e Alberch
(1985), Shubin e Alberch (1986), Miiller e Alberch (1990) e Bellairs e Kamal (1981) e
para descri¢ao dos estagios embrionarios Magnusson e Taylor (1980) e Tungman et al.,

(2008).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 DESCRICAO DOS ESTAGIOS EMBRIONARIOS

4.1.1 RESULTADOS
Por ndo dispor de embrides em estdgios anteriores ao décimo dia de oviposicao,
nossa descri¢do iniciou-se a partir do estagio 4. Esse estdgio foi definido com base no

estudo de Caiman latirostris descrito por lungman et al., (2008).

Estagio 4 (embrido com 10 dias e CT 22,25 mm): 26 pares de somitos sdo visiveis no
dorso do embrido. O arco primeiro arco ¢ o maior dos trés arcos faringeos presentes.
Duas fissuras estdo abertas lateralmente, as fendas faringeas. Cinco vesiculas
encefalicas sdo visiveis no embrido. Os placddios Opticos se apresentam de forma
conspicua; enquanto os placodios auditivos se situam dorsalmente aos arcos faringeos e
os placodios nasais ocupam a porcao rostral. O primérdio do coragdo aparece como uma
proeminéncia na face ventral. A notocorda estende-se até a extremidade da cauda. Em
relagdo a curvatura do corpo, esta comeca com a flexao do tronco na altura do coracao e
a flexdo da cauda ja se apresenta com um formato de J (Fig. 1).

Estagio 5 (embrido com 11 a 12 dias e CT 35,60 mm): Ha 28 pares de somitos. O
processo maxilar estende-se para diante, sob a regido do olho. Os brotos dos membros
toracicos e pelvinos tornam-se reconheciveis nas paredes laterais, com seu eixo
orientado em sentido caudoventral. A flexdo do tronco é maior, dando ao embrido um
formato de U, com extremidade da cauda mais enrolada (Figs. 2A)

Estagio 6 (embrido com 13 a 14 dias e CT 44,30 mm): O processo mandibular ¢ mais
visivel. Os brotos dos membros toracicos e pelvinos exibem consideravel diferenciagao
e mostram sinais do primordio da placa digital. A flexdo do embrido aumenta
gradativamente e a saliéncia fronto-nasal faz contato com a cauda. O olho apresenta
fraca pigmentacao e a proeminéncia cardiaca ¢ agora mais evidente (Fig. 2B).

Estégio 7 (embrido com 15 a 16 dias e CT 45,55 mm): As modificagdes na forma da
placa digital foram poucas se comparadas com as ocorridas no estagio anterior, porém o
crescimento dos brotos dos membros foi mais acentuado nesse estdgio. A pigmentagao
dos olhos agora ¢ forte e a invaginacdo das vesiculas Opticas cria o célice optico e a

fissura cordide (Figs. 4B, 6A).
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C

Figura 1: Microscopia eletronica de varredura de M. niger no estagio 4. Vista lateral.
(A) visualizagdo panoramica, (B) detalhes do primoérdio do olho e fosseta nasal (C),
arcos faringeos e (D) extremidade da cauda. Abreviaturas: AF, arcos faringeos; PN,
placdédio nasal; PM, processo maxilar; PMa, processo mandibular; PA, placodio
auditivo; PO, placddio optico. Escala: Imm.

Estagio 8 (embrido com 17 a 18 dias e CT 46,30 mm): Apesar da placa digital dos
membros tordcicos e pelvinos apresentarem mais largas, permanecem sem formagao dos
sulcos digitais. As regides dos cotovelos sdo reconhecidas nos brotos dos membros
toracicos, enquanto nos membros pelvinos, os joelhos sdo ainda quase imperceptiveis
(Figs. 2C, 5B). A margem rostral do processo mandibular situa-se no nivel da margem
rostral do cristalino. Uma pequena protuberancia indica o inicio do desenvolvimento da
papila urogenital, localizada na superficie ventral, na por¢do proximal da cauda, entre os
membros pelvinos. O primérdio do meato acustico externo ¢ claramente visivel na
regido rostrolateral do embrido.

Estagio 9 (embrido com 19 a 20 dias e CT 47,20 mm): Nas placas digitais dos

membros pelvinos e toracicos desenvolvem-se elevagdes e formam os sulcos digitais. O
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globo ocular estd proeminente e as palpebras superiores comegcam a se formar. O
processo mandibular estende rostralmente, abrangendo dois ter¢os do maxilar.

Estagio 10 (embrido com 21 a 22 dias e CT 48,70 mm): As palpebras superiores estdo
mais desenvolvidas e a fissura cordide se estreita e fecha. A regido bucal estd bem
desenvolvida e se estende em direcdo a proeminéncia cardiaca. Nos membros pelvinos
os sulcos digitais mostram-se pronunciados (Figs. 2D, 5C).

Estagio 11 (embrido com 23 a 25 dias e CT 52,60 mm): Na periferia da placa digital
dos membros toracicos e pelvinos sdo distintos sulcos mais pronunciados que formam
os raios digitais, indicando os futuros dedos (Figs. 4C, 5D). As palpebras superiores
atingem a margem superior da iris. A parede abdominal tem se desenvolvido, mas o
coracdo, figado e intestino ainda s3o visiveis através da musculatura sem pigmentacao.
Estégio 12 (embrido com 26 dias e CT 85,50 mm): Nesse estagio, ocorre aumento no
comprimento e os esbogos dos dedos das maos e dos pés sdo visiveis, com presenca de
membranas interdigitais (Figs. 4D, 5E). A palpebra inferior, membrana nictante e
timpanica estdo presentes. O encéfalo ainda ¢ visivel através dos tecidos transparentes
no topo da cabega e ainda apresenta um sulco mediano. A musculatura da parede ventral
do corpo continua aberta na linha mediana. A cauda ¢ nitidamente dobrada na
extremidade distal. Cotovelos e joelhos sdo reconheciveis nos membros e sdo
ligeiramente flexionados ao nivel da articulacdo. Pigmentacdo sutil aparece
primeiramente na cabega, especificamente entre os olhos e focinho (Figs. 2E).

Estagio 13 (embriGes com 27 a 29 dias e CT 87,80 mm): No encéfalo, o sulco
mediano apresenta-se mais acentuado. Dedos das maos e pés sdao nitidamente
demarcados e individualizados. As palpebras sdo bem formadas e cobrem a maior parte
do olho (Fig. 6B). Na pigmentacdo do corpo, houve poucas mudangas em relacdo ao

estagio anterior. (Fig. 2F).
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Figura 2. Estagios de desenvolvimento embrionario de M. niger em vista lateral. (A)
estagio 5, (B) estagio 6, (C) estagio 8, (D) estagio 10, (E), estagio 12, (F) estagio 13,
(G) estagio 14, (H) estagio 16 e (1) estagio 18. Abreviaturas: AF, arcos faringeos; Di,
diencéfalo; Me, mesencéfalo; BP, broto membro pelvino; BT, broto membro toracico;
PC, proeminéncia cardiaca; So, somitos. Escala: 10 mm.

Estagio 14 (embrides com 30 a 31 dias e CT 100,60 mm): Os dedos estao bem
diferenciados e apresentam a membrana interdiginal como no adulto em ambos os
membros (Figs 2G, 4E). Areas de pigmentagdo estio agora concentradas na cauda,

membros e superficie dorsal do pescogo, porém com tonalidade bem fraca. A cloaca
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comecga a se destacar com presenca de dois pequenos lobos. Ainda nesse estagio, as
garras comecam a se desenvolver no 1°, 2° e 3° dedos dos pés e no 1° e 2° dedos das
maos (Figs. 2G, 4E).

Estégio 15 (embrido com 32 dias e CT 107,90 mm): O orificio cloacal agora envolve
a papila urogenital (Fig. 6E). As garras sdo claramente visiveis em ambos os dedos das
maos e pés e a extremidade da garra do 2° dedo apresenta-se ligeiramente curvadas. A
pigmentacdo na superficie dorsal, apresenta um pouco mais intensa em relacdo ao
estagio anterior, isso confere ao embrido uma aparéncia levemente acastanhada. Outra

caracteristica marcante foi o aparecimento das primeiras fileiras de escudos nucais.

Figura 3. Estagios de desenvolvimento embrionario de M. niger em vista lateral. (A)
estagio 21, (B) estagio 22, (C) estagio 23, (D) estagio 24, (E) estagio 27 e (F) estagio
28. Escala: 20 mm.
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Figura 4: Desenvolvimento do membro toracico de M. niger. (A-C) vista lateral do
membro toracico nos estagios 6, 7 e 11, respectivamente, (D-1) vista dorsal da mao
direita. (D) estagiol2, (E) estagio 14, (F) estagiol6, (G) estagio 18, (H) estagio24 e (1)
estagio 27. Destaque para o desenvolvimento progressivo da placa digital e serragao
digital do membro e aparecimento de garras. Escala: 4 mm.

Estagio 16 (embrides com 33 a 38 dias e CT 110,04 mm): As palpebras superior e
inferior estdo separadas apenas por uma estreita fenda. H4 cinco fileiras de escudos
nucais, ligeiramente pigmentadas. Uma série de saliéncias nos dedos marca o inicio das
articulagdes interfalangicas. Pigmentacdo se estende em dire¢do aos membros toracicos
e pelvinos. A garra do 3° dedo apresenta-se achatada lateralmente e curvado

ventralmente, enquanto as outras sdo ainda planas (Figs. 2H, 4F, 5F).
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Figura 5: Desenvolvimento do membro pelvino de M. niger. (A-D) vista lateral do
membro pelvino direiro nos estagios 6, 8, 10 e 11, respectivamente. (E-l) vista dorsal
do p¢ direito. (E) estagiol2, (F) estagiol6, (G) estagiol8, (H) estagio 24 e (I) estagio
27. Destaque para o desenvolvimento progressivo da placa digital e serracdo digital do
membro e aparecimento de garras. Escala: 4 mm.

Estagio 17 (embrido com 39 dias e CT 133,05 mm): A musculatura da parede
abdominal estad completamente fechada ao longo da linha mediana ventral, exceto na
regido umbilical. O intestino antes exposto, foi agora englobado completamente. Os
contornos dos dedos estdo totalmente individualizados e as diferengas de tamanho entre

eles sdo bem visiveis.
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Figura 6: Estagios de desenvolvimento embrionario de M. niger. (A-C) vista lateral.
(A) estagio 5, (B) estagio 15, (C) estagio 18, (D) estagio 24, vista dorsal; (E) estagio 15,
vista ventral e (F) estagio 27. Abreviaturas: Cl, cloaca; DO, dente do ovo; FC, fissura
coroide; MN, membrana nictante; PA, placodio auditivo; PI, palpebra inferior; PO,
placodio Optico; PS, palpebra superior; PU, primordio da papila urogenital; Um, cicatriz
umbilical; Vi, vitelo. Escala: A ¢ B 5 mm; C-F 10 mm.

Estagio 18 (embrides com 40 a 45 dias e CT 143,20 mm): Sete fileiras de escudos
nucais estdo presentes no dorso do embrido. A exposi¢do da papila urogenital entre os
membros pelvinos agora ¢ menor (Fig. 6C). Uma caracteristica marcante desse estagio
foi o aparecimento de um pequeno dente do ovo na ponta da maxila (Figs. 6D). As
garras dos dedos mostram-se arqueadas. Ha crescente aumento na pigmenta¢do em todo
o corpo do embrido, passando do palido ao cinza escuro (Figs. 21, 4G, 5G).

Estagio 19 (embriGes com 46 de 47 dias e CT 162,20 mm): Nesse estagio, o padrdo
da pigmentacdo de todo o corpo apresenta-se como no recém-nascido, com as tipicas
faixas dorsais pretas intercaladas com as faixas marrom claro e a cabega de cor marrom,
embora esteja com tonalidade bem mais clara em relacdo ao filhote recém-eclodido.
Estagio 20 (embrides com 48 a 50 dias e CT 165,30 mm): A abertura umbilical foi
reduzida de tamanho. Na superficie da cabeca a pigmentacdo apresenta-se com cor
marrom mais escuro. A cabeca mostra-se bastante rigida, o que indica processo de
ossificagdo, exceto por uma pequena janela oval, a fontanela no centro da plataforma

dorsal do cranio através do qual o cérebro ainda ¢ visivel.
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Estagio 21 (embrides com 51 a 52 dias e CT 175,60 mm): O orificio da cloaca esta
completamente fechado e a papila urogenital ndo ¢ mais visivel. A pigmentagdo do
corpo inteiro apresenta-se mais intenso. As glandulas de almiscar sdo pouco visiveis ao
longo das margens caudolateral do assoalho intergular da maxila (Fig. 3A).

Estagio 22 (embrides com 53 a 55 dias e CT 188,20 mm): Os escudos da cauda
formam duas fileiras mais pontiagudas e se destacam das demais, apresentam também
uma pigmentacdo mais intensa. A pupila apresenta uma fenda vertical. A membrana
timpanica cobre toda do meato actstico externo (Fig. 3B).

Estagio 23 (embrido com 56 dias e CT 193,55 mm): Na cauda, os escudos mais
craniais estdo ericados, como nos recém-eclodidos. Na mandibula e maxila, come¢am a
surgir algumas saliéncias assinalando o inicio do desenvolvimento dos dentes. Quanto a
pigmentacdo, ndo houve nenhuma mudanga consideravel em relagdo ao estagio 22 (Fig.
30).

Estagio 24 (embrides com 57 a 66 dias e CT 222,06 mm): As palpebras permanecem
abertas, mas encobre grande parte do olho. Tanto os olhos como todo o corpo do
embrido apresentam- se com pigmentagao mais intensa. Houve também um crescimento
bem acentuado em relacao ao estagio anterior (Fig. 3D, 4H, 5H, 6D).

Estagio 25 (embrides com 67 a 71 dias e CT 278,20 mm): As palpebras estdo
totalmente formadas e cobrem completamente toda a superficie do olho. A fontanela
cranial ainda se mantém, no entanto ndo ¢ mais possivel visualizar o tecido encefalico.
Agora tanto a pigmentagdo quanto o padrdo de faixas apresentam-se de forma tipica do
espécime recém-eclodido. Outra caracteristica marcante nesse estagio foi o inicio da
reducdo do vitelo, que comeca a ser englobado pelo embrido.

Estagio 26 (embrides com 72 a 75 dias e CT 284,10 mm): Cerca de 50% do saco
vitelino foi englobado pelo embrido. Os primeiros dentes aparecem na mandibula e
maxila. Outras caracteristicas permanecem inalteradas.

Estagio 27 (embrides com 76 a 77 dias e CT 293,40 mm): A pigmentagdo ¢ intensa. O
saco vitelinico ¢ completamente englobado, deixando apenas uma cicatriz umbilical.
Esse evento assinala que o nascimento estd bem proximo (Figs. 41, 51, 6F).

Estagio 28 (embrides com 78 a 91 dias e CT 330,90 mm): Nesse ultimo estagio, os
embrides estdo prontos para o nascimento. Eles apresentam uma cicatriz umbilical longa
e estreita. A fontanela craniana ¢ fechada e o teto do cranio ¢ bem desenvolvido com

pigmentacao intensa de todo o corpo (Fig. 3F).
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4.1.2 DISCUSSAO

No presente trabalho, descrevemos 28 estagios embrionarios para M. niger. O
mesmo numero de estagios foram descritos para A. mississippiensis (Ferguson, 1987),
Alligator sinensis (Hua et al., 2004) ¢ C. latirostris (Iungman et al., 2008); enquanto
Magnusson ¢ Taylor (1980) determinaram uma série com 15 estagios para Crocodylus
porosus. Apesar desta diferenca, acreditamos que possa existir um padrdo que delimita
uma seqiiéncia de aparecimento das principais estruturas morfoldgicas avaliadas aqui,
uma vez que pouca variagdo entre os taxons foi encontrada, exceto no que diz respeito a
cronologia. Em M. niger, as descrigdes iniciaram-se no estagio 4 devido a dois fatores.
Primeiro, ndo disponibilidade de material durante os estdgios iniciais de clivagem a
neurula¢do. Segundo, o embrido mais jovem apresentou caracteristicas semelhantes
aquelas descritas no estagio 4 por [ungman et al. (2008).

Nos vertebrados Paroedura pictus (Noro et al., 2009), Anolis sagrei (Sanger et
al., 2008), Pelodiscus sinensis (Tokita e Kuratani, 2001), Apalone spinifera (Greenbaum
e Carr, 2002), Gallus gallus domesticus (Hamburger e Hamilton, 1951), A.
mississippiensis (Fergunson, 1987), C. latirostris (Iungman et al., 2008) ¢ C. porosus
(Magnusson e Taylor, 1980), os primeiros estagios foram determinados com o
aparecimento de vesiculas cerebrais primdrias, placodios, arcos faringeos, nimero de
somitos, flexdo e rotagdo do corpo. Os estdgios intermediarios, pelo aparecimento e
morfologia dos membros, caracteristicas craniofaciais e surgimento do dente de ovo,
enquanto que os estagios mais tardios foram detectados por meio da diferenciagdo de
pigmentagao, padroes de escudos e englobamento do vitelo. Assim, utilizamos esses
critérios na caracterizagdo e descrigdo de M. niger. Greenbaum e Carr (2003)
enfatizaram que essas caracteristicas tornaram-se parametros para estudos comparativos
entre embrides de répteis.

Segundo Graham (2001), os arcos faringeos contribuem grandemente com a
aparéncia externa do embrido nos primeiros estdgios. Inicialmente eles consistem em
segmentos de tecido mesenquimais separados pelas fendas branquiais. Esses arcos
comecaram a surgir antes do estagio 7 na série embriologica de A. mississippiensis
(Fergunson, 1987), assim como para M. niger, especificamente no estagio 4, enquanto
que para lungman et al. (2008), essas estruturas sdo visiveis exatamente no estagio 7 em
C. latirotris, Magnusson e Taylor (1980) descreveram o aparecimento de dois arcos

faringeos logo no estagio 1 de C. porosus.
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Quanto ao surgimento dos placddios Opticos em M. niger sua observagdao no
estagio 4 é semelhante ao observado por Fergunson (1987) para A. mississippiensis ¢
[ungmam et al. (2008) para C. latirostris. Em C. porosus (Magnusson ¢ Taylor, 1980),
esta estrutura foi descrita mais cedo, no estagio 2. A formagdo do placodio auditivo €
relatada por Fergunson (1987) para A. mississippiensis, lungmam et al. (2008) para C.
latirostris ¢ Magnusson e Taylor (1980) para C. porosus no estagio 2. Em M. niger, foi
observado no estagio 4. Porém, a falta de amostragem de estagios anteriores nao nos
permitiu uma melhor avaliagdo quanto ao surgimento dessa estrutura. Ja em Gallus
gallus domesticus (Hamburger ¢ Hamilton, 1951) o placodio auditivo esta presente no
estagio 14. Uma caracteristica comum aos Crocodylia A. mississippiensis, C. latirostris,
C. porosus e M. niger foi o aparecimento da fissura cordide no estagio 7 e da papila
urogenital no estagio 8, que representam estruturas marcantes nestes estagios para estas
espécies, exceto em C. porosus, onde a fissura coroide, nao foi descrita por Magnusson
e Taylor (1980).

O aparecimento dos somitos foi evidenciado principalmente por uma
proeminéncia dorsal no estagio 4 de M. niger. Magnusson e Taylor (1980) ressaltaram
seu surgimento em C. porosus logo no inicio do desenvolvimento, no estagio 1,
diferentemente das espécies C. latirostris (Ilungmam et al., 2008) e A. missisippiensis
(Fergunson, 1987), ambos no estagio 2. E importante observar que embora os somitos
aparecam bem cedo nessas espécies, a quantidade deles varia consideravelmente
durante o desenvolvimento, sendo 20 somitos no A. mississippiensis, e C. latirostris, 25
no C. porosus e 26 no M. niger. Em nossas observagdes para M. niger, concordando
com as descrigdoes de ITungman et al. (2008) para C. latirostris, a partir do estagio 5 a
observagdo individual dos somitos tornam-se cada vez mais dificil, o que para Gallus
gallus domesticus (Hamburger e Hamilton 1951) ocorreu a partir do estagio 14.
Segundo Hamburger e Hamilton (1951), isto ¢, em parte, devido a dispersao do
mesoderma dos somitos mais craniais e em estagios finais pela curvatura da cauda.
Portanto, outras estruturas, como a formacgdo dos membros, foram utilizados como
critérios de identifica¢ao do estagio 5 em diante para os Crocodylia supracitados.

Com relagdo ao desenvolvimento dos membros, os Testudines exibem a
tendéncia da diferenciacdo dos membros toracicos antes dos membros pelvinos, exceto
para tartarugas marinhas, onde ambos se desenvolvem sincronicamente (Miller, 1985).

Em M. niger, Gallus gallus domesticus (Hamburger e Hamilton, 1951), C. latirostris
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(Iungmam et al., 2008) e C. porosus (Magnusson e¢ Taylor, 1980) os brotos dos
membros toracicos surgem antes ou simultaneamente com os brotos dos membros
pelvinos. Tal informacdo ndo é coerente com as descrigdes de Ferguson (1985 e 1987)
para A. missisippiensis, onde o surgimento dos membros pelvinos ocorre primeiro.

Entre os anfibios, mesmo dentro de um unico género, existe uma consideravel
variagdo na seqiiéncia de aparecimento dos membros. Em Xenopus, os brotos dos
membros pelvinos aparecem primeiro (Nieuwkoop e Faber, 1967), diferente de
Ambystoma (Harrison1969; Schreckenberg e Jacobson, 1975) que ainda apresentam
diferencas significativas entre varias espécies (Schreckenberg e Jacobson, 1975), assim
como em Rana, onde os brotos dos membros pelvinos aparecem em estagios diferentes
(Shumway, 1940). As variagdes apresentadas na cronologia do desenvolvimento dos
membros podem refletir valor funcional. No gamba, por exemplo, os brotos dos
membros tordcicos se desenvolvem mais rapidamente em relacdo a outras espécies de
mamiferos (McCrady, 1938). Segundo o autor, essa heterocronia revela uma adaptacdo
as caracteristicas da biologia reprodutiva marsupial, haja vista que os recém-nascidos
necessitam subir no marsupio, com o auxilio desses membros.

Infelizmente, ndo conseguimos observar se ha uma ordem de aparecimento
desses membros em M. niger, devido seu rapido desenvolvimento, mesmo com
amostras coletadas diariamente. Acreditamos que novos estudos podem refletir a falta
de uma série ontogenética completa, tornando dificil de observar o desenvolvimento
desta caracteristica. Sugerimos também que, para observacdes clara desses possiveis
eventos, serdo necessarias analises mais precisas de muitos espécimes nas fases em que
esses episodios ocorrem, possivelmente, em intervalos menores de 24 horas ou mesmo
um estudo mais elaborado com cultura de embrides.

Nos estagios finais de C. latirostris (lungman et al., 2008) e M. niger, a
pigmentagao € aparente apenas apos a formagao das garras. Em ambos, a pigmentacao
comeca na cabeca, especificamente entre os olhos e focinho, seguindo pelos membros e
superficie dorsal do corpo, no entanto, ha pouca ou nenhuma pigmentacgao ventral. Em
C. porosus a pigmentacdo inicia no dorso e cauda (Magnusson e Taylor, 1980).
Iungman et al. (2008) apresentaram como uma caracteristica tnica de C. latirostris o
padrdo de coloragdo durante seu desenvolvimento, esta informag¢do também ¢

pertinente para M. niger. No geral, os filhotes apresentam detalhes diferentes no padrdo
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e tonalidade de coloracdo para cada espécie; essa especificidade facilita a distingdo de
espécies entre o neonatos.

Outra caracteristica interessante ¢ o surgimento do dente do ovo, com funcdo de
romper as membranas do ovo no momento da eclosdo. Segundo Ferguson (1987), esta
estrutura marca o inicio do estagio 26 em A. mississippiensis. Para Tungman et al.,
(2008) determina o estagio 23 de C. latirostris. Ja, em nossas observagoes, essa
estrutura foi vista mais cedo, no estdgio 18, como uma pequena protuberincia
esbranquigada e rigida na maxila. Ap6s o nascimento, constatamos que essa estrutura
sofreu uma reducdo progressiva desaparecendo logo depois da primeira semana de
eclosdo, assim como na maioria das aves. Em contrapartida, o dente do ovo pode ser
também mantido por mais tempo, como observado por Wiebe (2010), esse autor
concluiu que em algumas espécies de aves, o tamanho e a persisténcia do dente do ovo
sugerem uma fungdo alternativa ou complementar, como orientagao dos pais durante a
alimenta¢do em ninhos localizados em lugares com pouca luminosidade. Como faltam
dados quantitativos sobre a permanéncia desse dente do ovo em Crocodylia, ndo foi
possivel associar qualquer outra fungdo desta estrutura nos répteis.

Wise et al. (2009), ressaltaram que, mesmo sob condigdes controladas, embrides
de mesma idade cronologica, podem ndo corresponder, necessariamente, a0 mesmo
estagio de desenvolvimento morfologico. Em M. niger observamos tal constatagdo
dentro de um mesmo ninho e entre ninhos. As variagdes no surgimento das estruturas
podem ser explicadas, em parte, pela temperatura de incubagdo, que pode variar em
condi¢gdes naturais dentro e entre os ninhos; portanto, resultando em periodos de
incubacdo freqlientemente varidveis (Lang et al., 1989; Pifia, 2007). Além da
temperatura, o desenvolvimento pode ser influenciado por outras varidveis, como
umidade do ninho (Packard e Packard, 1984), ambiente gasoso (Warburton et al., 1995)
e equilibrio acido-base (Etchberger et al. 1992), tipo de substrato e luz (Peterka et al.,
2010). Isto pode explicar as diferengas relatadas entre M. niger e as espécies A.
mississippiensis (Ferguson, 1987), C. latirostris (lungman et al., 2008), C. porosus
(Magnusson e Taylor, 1980). Desta maneira, as principais diferencas se concentraram
nas variagdes cronologicas. Mais estudos sao necessarios para uma analise filogenética
comparativa devido ao elevado potencial de variacdes intra e interespecificas em

espécies de Crocodylia.
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4.2 ONTOGENIA DO ESQUELETO

4.2.1 ESQUELETO APENDICULAR
4.2.1.1 Resultados

Descrigdo anatomica do esqueleto adulto

Cintura peitoral

A cintura peitoral une o membro tordcico ao corpo do animal. Por meio de dois
0ssos planos, a escapula e o coracoide, situados na superficie dorsal e ventral do torax,
respectivamente.
Escapula: Trata-se de um osso alongado e com duas extremidades bem demarcadas,
uma voltada em dire¢do dorsal e outra ventral. A regido dorsal da escapula ¢é larga e
delgada e sua por¢ao final mantém-se cartilaginea. A regido ventral ¢ mais robusta e
apresenta duas faces articulares, uma mais longa formada pelo processo acromial, para o
0sso coracoide, e outra ovodide, o processo glendide da escapula, que junto com o
coracoide forma a superficie articular para a cabeca do timero, a cavidade glenoidal
(Figs. 7A, B).
Coracoide: E um pouco menos alongado em relagio a escapula, com expansdes
craniocaudais em ambas extremidades. Sua superficie dorsal articula-se firmemente a
escapula, por meio da superficie articular dorsal. Nessa regido ¢ bem visivel o grande
forame do coracoide que carreia nervo e vasos sanguineos. Na margem dorsocaudal
situa-se o processo glendide da coracodide, que contribui com a formagdo da cavidade

glenoidal (Figs. 7A, B).

Membro toracico

Umero: O tmero é um osso tipicamente longo, apresentando duas epifises, uma
proximal e outra distal, e a diafise. Este ¢ o maior e mais robusto elemento dos
membros toracicos. A diéfise ¢ cilindrica, com a epifise proximal alongada e mais larga
mediolateralmente, formando uma superficie articular convexa. Na face caudal da
cabeca do umero, logo abaixo da superficie articular, hd uma grande tuberosidade, a
crista deltopeitoral, que se estende obliquamente a partir da face medial. A epifise distal
¢ também alargada no sentido craniocaudal formando uma volumosa massa Ossea,

dividida pelo sulco intercondilar em condilo lateral e medial, cada um com uma grande
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superficie articular. Ambos os condilos sdo arredondados e similares, apresentando
poucas rugosidades (Figs. 7C, D).

Ulna: A ulna ¢ o osso lateral do zeugopodio, sendo tipicamente longa ¢ arqueada, e
forma com o radio um espago interdsseo, sendo ligeiramente mais longa que o radio e
muito mais robusta que este. A epifise proximal possui superficie articular triangular e
delimitam trés bordas, uma cranial levemente convexa, que se articula como condilo
medial do umero, outra medial e plana, que se articula com a cabeca do radio e outra
caudal, levemente concava. Contornando a base da epifise proximal, numa regido
similar a um pequeno colo, existem estrias que denotam regides possivelmente de
insercdo da capsula articular e de origens musculares. A diafise ¢ trirradiada, com a
presenca de uma margem caudal bem marcada. Sua por¢do proximal ¢ mais larga no
sentido craniocaudal e bastante curvada craniomedialmente. Sua margem interdssea ¢é
romba, sendo lisa em toda sua extensdo. A epifise distal possui uma area articular
menor em relagdo a regido proximal e se articula com o ulnar, pisiforme e radial do
carpo (Figs. 7E, F).

R&dio: E o osso medial do zeugopddio, apresenta-se linear com aspecto cilindroide na
regido da diafise e com ambas as epifises expandidas. Estas se orientam ao longo do
mesmo plano longitudinal. A epifise proximal ¢ mais expandida e articula-se com o
condilo medial do Umero. A epifise distal do radio apresenta-se com contornos
irregulares. A face lateral é ligeiramente plana, enquanto a face medial é concava,
formando assim dois tubérculos, um maior e mais distal localizado caudalmente e o
outro na posicao cranial, onde se apdia a face radial da regido distal da ulna (Figs. 7E,

F).

Ossos do carpo

No carpo de M. niger estdo presentes quatro 0ssos, sdo eles: ulnar do carpo,
fusdo do radial+intermédio, fusdo dos distais do carpo 3+4+5 e o pisiforme.
Ulnar do carpo: E um osso alongado em relagio ao distal do carpo, mas
consideravelmente menor e mais delgado que o radial+intermédio. Possui as
extremidades expandidas, deixando uma curvatura nas margens medial e lateral,
conferindo ao osso aspecto de ampulheta. Possui quatro superficies articulares. A
superficie articular proximal, que se articula com a ulna, ¢ pequena e ligeiramente

concava, a superficie distal articula-se com o osso distal do carpo, mais ampla que a
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proximal. A margem medial articula-se com o osso radial do carpo, enquanto que a

superficie laterocaudal articula-se com o pisiforme (Fig. 8).

Figura 7: Cintura peitoral e membro toracico direito de Melanosuchus niger. Escapula
e coracdide em vista lateral (A) e medial (B); amero direito em vista cranial (C) e
caudal (D); radio e ulna direito em vista cranial (E) e caudal (F). Abreviaturas: CD,
crista deltopeitoral; CL condilo lateral; CM, condilo medial; Co, coracdide; Es,
escapula; EVDC, expansdo ventral e dorsal do coracoide; EDVE, expansdo dorsal e
ventral da escépula; FC, forame do coracdide; PGC, processo glendide do coracodide;
PGE, processo glendide da escépula; Ra, radio; Ul, ulna. Escala: 30 mm.

Radial+intermédio do carpo: E o maior osso do carpo, apresenta-se robusto, com
extremidades expandidas, deixando uma curvatura nas margens medial e lateral,
conferindo ao osso aspecto de ampulheta, assim como o ulnar do carpo. Possui trés
superficies articulares. A superficie articular proximal, que se articula com o radio, ¢
ampla e coOncava, a superficie distal articula-se com os metacarpos I e II, sendo
levemente ovalada e por fim, sua face medial se articula com o osso ulnar do carpo por

meio de uma crista em forma de lingueta projetada ventralmente (Fig. 8).
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Distal do carpo 3+4+5: E um osso curto e robusto localizado na porgéo distal do carpo,
junto a epifise proximal dos metacarpos III e IV, proximalmente contata com o0 0sso
ulnar do carpo. Suas superficies dorsal e ventral sdo convexas, existindo ventralmente,
na porg¢ao proximal, uma pequena fossa (Fig. 8).

Pisiforme: E um pequeno osso com poucas superficies de articulagdo, localizado
ventrolateralmente, articular-se com o ulnar do carpo com sua margem medial e
distalmente com a ulna. Na superficie ventral, o pisiforme emite uma proje¢do que se
aproxima medialmente do radial+intermédio do carpo (Fig. 8).

Metacarpos: Possui cinco metacarpos, numerado lateromedialmente como metacarpo
1,2, 3,4 e5. Todos sdo ossos longos com os metacarpos II e III maiores € V 0o menor
deles. O metacarpo I destaca-se por ser muito mais robusto que os demais e por
apresentar a expansdo proximal mais desenvolvida lateroventralmente, de modo que
abraca a maior parte da superficie articular proximal do metacarpo II. Os trés primeiros
metacarpos apresentam uma expansdo em forma de aleta obliquamente orientada em
sua extremidade proximal, e que sobrepde a aleta do imediato metacarpo lateral, de
modo que esses metacarpos articulam entre si justapostamente e de maneira imbricada.
Os metacarpos IV e V, por outro lado, ndo possui essas expansdes proximais € suas
articulagdes sdo ligeiramente mais espagadas. Nas extremidades distais, o0s
metacarpos I a IV sdo levemente sulcados como polias que salientam-se mais nas faces
palmares, articulando-se com as falanges proximais por meio de um par de facetas
concavas separadas por uma discreta crista (Fig. 8).

Falanges: M. niger possui a seguinte formula falangica 2:3:4:3:2, com falanges
tipicamente longas. Em vias gerais, as extremidades proximais sdo largas e possuem
facetas ovais coOncavas adaptadas para articulacdo. Sua epifise distal ¢ levemente
sulcada, como polias que se salientam mais nas faces palmares adaptadas para
articulacdo. As tltimas falanges dos dedos I, II e III possuem a face dorsal convexa e a

palmar concava o que lhes confere o aspecto de garra (Fig. 8).
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dc 5+4+3

Figura 8: Mao direita de Melanosuchus niger em vista dorsal (A) e ventral (B).
Abreviaturas: dc5+4+3, distal do carpo 5+4+3; Fa, falanges; I-V, dedos I-V; mc,

metacarpos; p, pisiforme; R, radio; r+i, radial+intermedio; U, ulna; u, ulnar do carpo.
Escala 30 mm.

Cintura peélvica

A cintura pélvica une o membro pelvino ao corpo do animal por meio da
articulagdo com as costelas das vértebras sacrais. E composta por trés ossos, ilio, isquio
e pubis.
[lio: Possui formato irregular ¢ destaca-se pela presenga de uma enorme asa, projetada
dorsocaudalmente, denominada asa do ilio. A superficie ventral na margem cranial ¢é
bastante concava e forma grande parte do acetabulo para acomodagdo da superficie
articular proximal do fémur. Lateralmente, contornando a margem inferior do acetébulo,
destaca-se o processo isquial caudal, que ¢ curto com ampla superficie de articulagdo,
onde contata com o isquio. O processo isquial cranial ndo se articula diretamente com o
isquio; estes estdo ligados por meio de tecido fibroso (Figs. 9A, C).
Isquio: Corresponde a um par de ossos posicionados caudoventralmente e que se

contatam na linha mediana. Possui uma extremidade plana e delgada ventralmente, e



33

outra robusta, dorsalmente, articulada com o ilio. A lamina ventral do isquio ¢ triangular
e inclinada caudalmente. Dorsalmente ele possui dois processos que se articulam com o
ilio, caudal e pubis, cranial. Entre estes processos existe uma incisura que forma uma
extensa fenestra acetabular (Figs. 9B, C).

Pubis: O pubis de M. niger ¢ um osso notadamente alongado, com a extremidade dorsal
cilindrica e a ventral plana e laminar, conferindo ao osso a forma de uma raquete, que se
contata ventralmente com seu contralateral. A porcdo dorsal arredondada do pubis
representa a face articular. Possui um tubérculo espesso e convexo, que se articula a
concavidade lisa presente no processo dorsal cranial do isquio. Partindo deste tubérculo
na direcdo cranial existe um longo e sinuoso colo que se alarga em uma ldmina (Figs.

9B, C).

Membro pelvino

Fémur: Possui uma extremidade proximal irregular com cabega do fémur bem
evidente, o colo anatomico deste contorna a margem da cabeca do fémur, exibindo uma
forma achatada. Nele estdo presentes diversas rugosidades e estrias longitudinais, que
possivelmente correspondem a pontos de ancoragem de ligamentos ou para inser¢ao
muscular. Sua didfise apresenta uma tor¢do de modo que os condilos e a cabeca estdo
posicionados em planos levemente divergentes, sendo cilindrica ou levemente ovalada.
A epifise distal ¢ alargada e forma uma area articular com dois condilos, lateral e
medial, separados pelo sulco intercondilar (Figs. 9D, E).

Tibia: E um osso longo, localizado na margem medial da perna, apresenta-se mais
robusto que a fibula. Possui extremidades levemente expandidas, sendo mais expressivo
na porg¢do distal da tibia. A superficie articular proximal tem contorno retangular e ¢
dividida discretamente pela presenga de um sulco intercondilar. A superficie articular
proximal ¢ sobreposta pela extremidade distal do fémur quando em articulagdo. A
diafise possui formato cilindrico na sua por¢do mais central. A extremidade distal ¢
expandida lateromedialmente e repousa sobre a superficie articular do intermédio (Figs.
9F, G).

Fibula: E um osso retilineo localizado na margem lateral da perna, ligeiramente mais
curto que a tibia e possui extremidades pouco expandidas. A superficie articular
proximal, que recebe o condilo lateral do fémur, tem contorno aproximadamente em

forma de cunha e ao redor dessa superficie porta estrias longitudinais ténues. A epifise



34

distal da fibula ¢ mais larga lateromedialmente e possui um processo medial, com
aspecto de gancho que se articula a uma leve concavidade na superficie articular do
intermédio. A face articular distal, que se articula com o fibular, tem contorno ovalado e

plano. Todo o entorno da extremidade distal da fibula porta estrias longitudinais de

adesdo ligamentar (Figs. 9F, G).

Figura 9: Cintura pélvica e membro pelvino direito de Melanosuchus niger. flio, isquio
e pubis em vista dorsal (A), ventral (B) e lateral (C); fémur em vista cranial (D) e caudal
(E); tibia e fibula em vista cranial (F) e caudal (G). Abreviaturas: Al, asa do ilio; CL,
condilo lateral; CM, condilo medial; FA, fenestra acetabular; Fi, fibula; IL, ilio; Is,
isquio; PICa, processo isquial caudal; PICr, processo isquial cranial; PM, processo
medial; Pu, pubis; Ti, tibia. Escala: 30 mm.

Ossos do tarso
No tarso de M. niger estdo presentes quatro ossos, sdo eles: fusdo do

intermédio+central, fibular do tarso, distal do tarso 3, distal do tarso 4.
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Intermédio+central: E um osso com concavidades e projecdes, que funcionam como
meio de articulagdo com os ossos adjacentes do tarso. Sua face proximal articula-se com
a tibia e fibula. A face articular medial contata o fibular do tarso. Enquanto a superficie
articular distal contata com o metatarso I e distal do tarso 3 (Fig. 10).

Fibular do tarso: E um osso que se articula com a fibula, intermédio+central e distal
do tarso 4, formando o calcanhar pela projecdo do tiber do fibular. Este ¢ relativamente
curto e projeta-se caudalmente (Fig. 10).

Distal do tarso 3: E levemente arredondado, menor que o distal do tarso 4, sua face
proximal articula com o intermédio+central, distalmente com os metatarsos II e III e
com o distal do tarso 4 lateralmente (Fig. 10).

Distal do tarso 4: E um osso curto com uma por¢do proximal que se articula com o
processo articular convexo do fibular e intermédio+central, articula também com o
distal do tarso 3 e lateralmente com o metatarso V e distalmente com os metatarso III e
IV (Fig. 10).

Metatarsos: Os metatarsos I, II, III e IV sdo ossos longos tipicos, sendo os metatarso 11
e III relativamente maiores que os demais. Estes ossos articulam-se proximalmente
entre si de maneira imbricada, com todos sobrepondo-se sequencialmente de modo que
o elemento posicionado medialmente sobrepde-se aquele lateral e a superficie articular
distal contata com a falange 1 de seus respectivos dedos. O metatarso V ¢ um 0sso
bastante reduzido e levemente achatado, este difere dos demais metatarsos em todos os
aspectos morfologicos. Com a perda do dedo V, durante a evolu¢do dos Crocodylia,
este foi o unico remanescente 0sseo lateralmente disposto ao dedo I'V. Ele contata com
uma pequena porcdo do metatarso IV, e medialmente possui uma grande area de
articulagdo com o distal do tarso 4 (Fig. 10).

Falanges: O M. niger possui a seguinte formula falangica 2:3:4:4. Tais falanges sdo
tipicamente longas. E cada uma delas, exceto as ungueais, possuem uma cabeca, uma
diafise e uma base proximal. A diafise afila-se em sua por¢cdo média, o que evidencia a
largura das epifises.As falanges distas dos dedos I, II e III possui aspecto de garra (Fig.

10).
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Figura 10: P¢é direito de Melanosuchus niger em vista dorsal (A) e ventral (B).
Abreviaturas: dt3-4, distal do tarso 3 e 4; Fa, falanges; F, fibula; f, fibular do tarso, i+c,
intermédio+central; I-V, dedos I-IV; mt, metatarsos; mtV, metatarso V; T, tibia. Escala
30 mm.

Condrogénese da cintura peitoral e membros toréacicos

No estagio 10, observou-se o inicio do desenvolvimento dos membros toracicos,
com eventos tipicos de outros tetrapodes, em que os elementos do estilopddio, imero e
zeugopodio, ulna e radio formam-se no sentido proximo-distal, de maneira a produzir
alongamento e ramificacdo em uma condensagdo visivel, marcada de azul com formato
de Y (Fig. 11A). Nesse estagio, esses membros s3o evidenciados externamente como
uma placa digital com inicio de formacao dos sulcos entre os dos dedos. Em seguida, no
inicio do estagio 11 € nitida a formagao do eixo primdario, composto pelo ulnar do carpo
e distal do carpo 4, este se estendera pelo dedo IV nos estagios posteriores. Observou-se

também o centro cartilagineo do radial do carpo (Fig. 11B). E antes do fim desse
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estagio, os dois elementos que formam a cintura peitoral, escapula e coracoide,
apresentaram-se com a morfogénese da cartilagem definida (Fig. 14A).

No fim do estdgio 11, observa-se a forma¢do do arco digital composto pelos
distais do carpo 4, 3 e 2. Surge também o distal do carpo 5, que ndo faz parte desse arco.
Além desses, todos os metacarpos apresentam-se em formacao, sendo o metacarpo V o
mais atrasado em relacdo aos demais. A falange 1 dos dedos I-IV mostram-se com focos
condrogénicos bem nitidos. E visivel também o pisiforme, que surge como uma nova
condensagdo pré-axial e lateral ao ulnar do carpo (Fig. 11C). Externamente, o membro ¢
visto com dedos individualizados, mas ainda com membrana interdigital (Fig. 4C).

A falange 1 do dedo V inicia o processo de condrogénese no estagio 12 assim
como a falange 2 dos dedos I, II e III. Nesse estdgio possui uma formula falangica
2:2:2:1:1. Outro foco condrogénico surge distal ao radial do carpo, este aparece quando
os demais elementos do carpo, incluindo os distais do carpo, ja estdo formados. Este
elemento serd referido como central do carpo (Fig. 11D). Externamente ¢ possivel
observar nesse membro, os esbogos dos dedos dentro dos discos expandido, porém sem
individualizacdo (Fig. 4D). No inicio do estdgio 13, a falange 3 dos dedo [T e Il e a
falange 2 do dedo IV j& mostram focos de condrogénese bem visivel. A formula
falangica nesse embrido ¢é: 2:3:3:2:1. O intermédio, em nenhum momento foi visto
individualmente, sua presenga foi detectada nesse embrido como uma pequena expansao
do radial do carpo em direcdo a parte distal do radio e ulna (Fig.11E).

No estagio 14, surge a falange 3 do dedo IV, a falange 2 do dedo V ¢ falange 4
do dedo III, gerando a formula falangica, 2:3:4:3:2. Nesse espécime os ditais do carpo 4
e 5 se aproximam e come¢am a fundir-se, j& o central do carpo apresenta-se mais
robusto e mantém distal ao radial do carpo. (Figs. 11F, 13A, B). Externamente os dedos
estdo bem diferenciados e apresentam a membrana interdiginal como no adulto (Fig.
4E).

O distal do carpo 3 comeca a fundir-se aos distais do carpo 4 e 5, formando um
unico e grande elemento do carpo, dc 5+4+3 (Figs. 12A ¢ 13C, D). O central do carpo
se aproxima destes elementos fundidos e do distal do carpo 2, mas ndo chega a fundir
com estes (Figs. 13B-D). Além desses surge também a falange 4 do dedo IV, gerando a

formula falangica 2:3:4:4:2.



Figura 11: Condrogénese dos membros toracicos de embrides de Melanosuchus niger,
vista dorsal. (A) estagio 10, (B) inicio estagio 11, (C) fim estagio 11, (D) estagio 12, (E)
inicio estagio 13, (F) estadgio 14. Abreviaturas: c, central do carpo; dc 2-5, distais do
carpo 2-5; 1-V, dedos I-V; Fal-Fa2, falanges 1-2; mc, metacarpos; p, pisiforme; R,
radio; Ra+i, radial mais intermédio do carpo; U, ulna; u, ulnar do carpo; Um, Gimero.
Diafaniza¢dao por KOH e coloracdo com vermelho de alizarina e azul de alcian. Escala:
2 mm.
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Figura 12: Condrogénese ¢ ossificacdo das maos de embrides de Melanosuchus niger,
vista dorsal. (A) estagio 16, (B) inicio estagio 18, (C) fim estagio 18, (D) estagio 19, (E)
fim estagio 22, (F) inicio estadgio 24. Abreviaturas: c, central do carpo; dc 2, distal do
carpo 2; dc5+4+3, fusdo dos distais do carpo 5+4+3; I-V, dedos I-V. Diafanizagido por
KOH e coloragao com vermelho de alizarina e azul de alcian. Escala: 2 mm.



40

A falange 3 do dedo V surge no inicio do estagio 18, gerando a formula
falangica 2:3:4:4:3; essa falange ¢ transitdria pois nao se ossifica no adulto (Fig. 12B,
4G). No estagio 19, a falange 5 do dedo IV aparece, com coloragdo bem suave (Fig.
12C), gerando durante a condrogénese a formula falangica 2:3:4:5:3 (Fig.12D). Essa
falange comeca a se fundir com a falange 4 no inicio do estagio 20, reduzindo a formula
falangica para 2:3:4:4:3. No fim do estagio 22 a falange 4 se funde completamente com
a falange 5 (Fig. 12E). Logo, a falange 3 do dedo 5 comeca a fundir com a falange 2
desse mesmo dedo no estagio 23; essa fusdo sé se completa no inicio do estagio 24,
gerando a formula falangica cartilaginea final 2:3:4:4:2 (Fig. 12F, 4). O processo de

formacao cartilaginea esta resumido no quadro 1 do apéndice.

Figura 13: Cortes histologicos de maos de M. niger. (A) inicio estagio 14, (B) fim
estagio 14, (C) estagio 15, (D) inicio estagio 18. Abreviaturas: ¢, central do carpo; dc2-
5, distais do carpo 2-5; I-V, dedos I-V; r+i, radial mais intermédio do carpo; u, ulnar do
carpo; seta, local de fusdo. Coloracdo: Hematoxilina e eosina. Escala: 200 pmm.
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Padrao de ossificagdo da cintura peitoral e membros toracicos

A escapula apresenta centro de ossificacao no inicio do estagio 21 e o coracdide
apenas no fim desse estagio (Fig. 14B). A retencdo de corante alizarina ¢ observada nas
diafises do umero, raddio e ulna, no inicio do estdgio 18, indicando o comego do
processo de ossificacdo pericondral. A seqiiéncia de aparecimento desses elementos do
estilopodio e zeugopodio (Fig. 15A) ndo ¢ tao evidente. A retengdo do corante avanga
gradativamente em direcdo as epifises destes elementos e, no estagio 28 apresentam
esbogo rigido bem definido, com morfologia bastante similar aos ossos nos adultos (Fig.
16E).

A ossificagdo dos metacarpos (mc) comega na diafise dos mc II e III, com
discreta retencdo de alizarina no estagio 21 (Fig. 15B). O mc I e IV iniciaram sua
ossificacdo no estadgio 22. Neste mesmo embrido surgem também centros de ossificacdo
na falange 2 do dedo I e na falange 3 do dedo II. No fim deste estagio foi observado
apenas um discreto centro de ossificacdo no radial+intermédio e outro centro no ulnar
do carpo, os quais se intensificaram nos embrides posteriores (Fig. 15C).

Mais tarde, no inicio do estagio 24, observou-se centros de ossificacdo na
falange 1 dos dedos I ao III e um discreto centro de ossificacdo na falange 4 do dedo I1I
(Fig. 15E). Foram observados, ainda, leves indicios de retencdo de alizarina no
metacarpo V e falange 1 do dedo IV, evento que se intensificam em estagio 24 mais
avancado. Além destes, observamos retencdo de alizarina na falange 1 do dedo IV e
falange 2 dos dedos II e III, sendo mais discreto neste ultimo dedo (Fig. 15F). No fim
deste estagio, o embrido apresentou apenas discreta retengdo de alizarina na falange 3
do dedo IIT (Fig. 16A). A falange 1 do dedo V s6 apresentou centro de ossificagdo no
inicio do estagio 25 (Fig. 16B).

As falanges 2, 3 e 4 do dedo IV e a falange 2 do dedo V, mostraram centros de
ossificacdo no estagio 25 mais avangado; ja no carpo, observou-se centro de ossificagao
no pisiforme (figura 16C). No estagio 26 o dc 5+4+3 mostra um unico centro de
ossificacdo; este ¢ o ultimo elemento do carpo a iniciar o processo de formagdo dssea
(Fig. 16E).

Variagdes foram observadas em alguns embrides no fim dos estagios 25 e 28.

Nestes espécimes observou-se centros de ossificacao em todos os elementos do carpo e
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auséncia de ossificacao na falange 4 do dedo IV, que j& havia aparecido nos embrides
no inicio do estagio 25, 26 e fim do estagio 28 (Fig. 16).

Como conseqiiéncia dos eventos da série morfogenética descritoS acima, o carpo
de embrides de M. niger consiste de trés elementos proximais, o radial+intermédio,
ulnar e pisiforme e cinco elementos distais, o central do carpo, distais do carpo 2, 3,4 ¢
5. Entre o final do periodo embriondario e eclosdo dos filhotes, os elementos do carpo
sofreram um extenso remodelamento, fusdes e ossificacdo para formar o padrio do
adulto. Ou seja, o radial+intermédio, o ulnar e o pisiforme se ossificam completamente.
Os distais do carpo 3, 4 ¢ 5 se fundem e ossificam com apenas um centro de ossificacao,
mas retém uma extensa cobertura cartilaginea que representa a sua forma poligonal; o
distal do carpo 2 contribui com essa cobertura, pois ndo se ossifica e o central do carpo
também nao ossifica e torna-se mais fibrocartilagineo. O processo de ossificagdo esta

resumido no quadro 2 do apéndice.

Pu
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Figura 14: Condrogénese ¢ ossificagdo da cintura peitoral (A, B ¢ C) e pelvina (D, E e
F) de embrides de M. niger. (A) vista ventral, inicio estagio 13, (B) vista lateral, fim
estagio 21, (C) wvista ventral, fim estagio 24, (D) vista lateral, inicio estdgio 13, (E)
vista lateral, fim estagio 21, (F) vistal lateral, fim estagio 24. Abreviaturas: Co,
coracoide; Es, escapula; IL, ilio; Is, isquio; Pu, pubis. Diafanizagdo por KOH e
coloragdao com vermelho de alizarina e azul de alcian. Escala: 5 mm.
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Figura 15: Padrdo de ossificagdo das maos de embrides de Melanosuchus niger, vista
dorsal. (A) inicio estagio 18, (B) estagio 21, (C) fim estagio 22, (D) estagio 23, (E)
inicio estagio 24, (F) estagio 24 avancado. Abreviaturas: fa, falanges; I-V, dedos I-V;
mc, metacarpos; U, ulna; u, ulnar do carpo; Um, umero; R, radio; r+i, fusdo do radial
mais intermédio do carpo. Diafanizagao por KOH e coloragdo vermelho de alizarina e

azul de alcian. Escala: 5 mm.



Figura 16: Padrao de ossificacdo das maos de embrides de Melanosuchus niger, vista
dorsal. (A) fim estagio 24, (B) inicio estagio 25, (C) estdgio 25 avangado, (D) fim
estagio 25, (E) inicio estagio 26, (F) estagio 28. Abreviaturas: dc5+4+3, fusdo dos
distais do carpo 5+4+3; I-V, dedos I-V; p, pisiforme; r+i, fusdo do radial mais
intermédio do carpo; u, ulnar do carpo. Diafanizagdo por KOH e coloragio com
vermelho de alizarina e azul de alcian. Escala: 5 mm.
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Condrogénese da cintura e membros pelvinos

O aparecimento da primeira condensagdo cartilaginea surge no fim do estagio 7,
periodo em que a placa digital dos brotos aparece no embrido pela primeira vez. Neste
estagio, o acumulo de condensagdo cartilaginea, marcada de azul, assume um formato
de Y, a parte proximal corresponde ao elemento do estilopddio, fémur, e os ramos
distais aos elementos do zeugopddio, fibula e tibia. No fim do estagio 8 ¢ possivel
observar nitidamente que o esbogo cartilagineo do fémur, tibia e fibula exibem uma
fraca, mas notavel separagdo entre si (Fig. 18A, 5B).

No fim do estagio 9, aparece na extremidade distal da fibula, o fibular do tarso e
o distal do tarso 4, com discreta retencao do corante azul de alcian. Ambos aparecendo
como um broto pos-axial, e da inicio ao eixo primario desse membro (Fig. 18B). A
reten¢do do corante fica um pouco mais evidente no inicio do estdgio 10. H4 ainda um
leve indicio de formagao do intermédio, que se encontra arranjado entre as extremidades
distais da fibula e tibia, além dos metatarsos III ¢ IV, como continua¢do do eixo
primario (Fig. 18C). Posteriormente, o intermédio desenvolve-se como um distinto
processo anterior e ocupard a regido distal da tibia (Fig. 17). Nesse estagio, de acordo
com as caracteristicas morfologicas externas, a placa digital ainda ndo softre
individualizagdo dos dedos (Fig. 5C).

No inicio do estagio 11, observa-se indicagdo do distal do tarso 3, sem
conectividade aparente entre o distal do tarso 4, dando inicio a formag¢do do arco digital,
no fim do estagio 11 (Fig. 18D). O intermédio apresenta-se mais robusto com uma
expansao em dire¢do a extremidade distal da tibia e devido a essa origem embriondria e
incompleta segmentacdo, esta drea condrogénica sera referida como central do tarso.
Como observado nos estdgios seguintes, o central ndo se separa completamente do
intermédio; ambas as condensagdes formam um unico elemento, o intermédio+central.
O tuber do fibular do tarso come¢a a demonstrar reten¢do do corante azul de alcian.
Além desse elemento, forma ainda os metatarsos, incluindo o atipico metatarso V e a
falange 1 de todos os dedo, a falange 2 também se apresenta nos dedos II, III e IV.
Neste estagio, no sentido latero-medial, a formula falangica é: 1:2:2:2 (Fig. 18D).
Observa-se também os trés elementos que formam a cintura pelvina, o pubis, ilio e

isquio com a morfogénese da cartilagem definida. Externamente, na placa digital do pé



46

sdao distintos sulcos pronunciados, formando os raios digitais, indicando os futuros
dedos (Fig. 5D).

No estagio 12, os tinicos eventos novos foram o aparecimento da falange 2 do
dedo I e a falange 3 do dedo IV, esta apresenta-se mais discreta (Fig. 18E). A falange 3
dos dedos II e III, aparece no inicio do estagio 13, além disso surge ainda o distal do
tarso 2 (Fig. 17C). A falange 4 do dedo III surge no fim do estdgio 13. Nestes dois
ultimos embrides a caracteristica morfoldgica externa dos membros revela, claramente,
os dedos demarcados com inicio de individualizagdo (Fig. SE). A falange 4 do dedo IV
surge no estagio seguinte, o estagio 14.

No inicio do estagio 18, periodo em que os dedos apresentam-se completamente
individualizados, surge o ultimo elemento cartilagineo do membro pelvino, a falange 5
do dedo IV com pouca retengdo de azul de alcian, gerando a formula falangica
cartilaginea final 2:3:4:5 (Fig. 18H, 5G). O processo de formagdo cartilaginea esté

resumido no quadro 3 do apéndice.

Figura 17: Cortes histologicos de membros pés de M. niger. (A) fim estagio 11, (B)
inicio estagiol3, (C) fim estagio 13, (D) fim estagio 16. Abreviaturas: c, central; dt2-4,
distais do tarso 2-4; F, fibula, f, fibular do tarso; i, intermédio; I-V, dedos I-V; mt5,
metatarso 5; T, tibia. Colora¢do: Hematoxilina e eosina. Escala: 200pm.
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Figura 18: Condrogenése dos membros pelvinos de embrides de M. niger, vista dorsal.
(A) fim estagio 8, (B) fim estagio 9, (C) inicio estdgio 10, (D) fim estagio 11, (E)
estagio 12, (F) inicio estagio 13, (G) fim estagio 14, (H) inicio estagio 18. Abreviaturas:
dt2-4, distais do tarso 2-4; Fe, fémur; F, fibula; f, fibular do tarso; I-1V, dedos I-IV; i,
intermédio; i+c, fusdo do intermédio mais central; mt5, metatarso 5; T, tibia;.
Diafanizag¢ao por KOH e coloragcdo com vermelho de alizarina e azul de alcian. Escala:
2 mm.
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Padréo de ossificacao da cintura e membros pelvinos

Os elementos da cintura pelvina comecam a se ossificar no fim do estagio 21
com um minudsculo centro de ossificagdo na asa do ilio e no fim deste estagio o isquio e
pubis. A ossificacdo do estilopddio, fémur, e elementos do zeugopddio, tibia e fibula,
retém alizarina, simultaneamente, pela primeira vez no fim do estagio 18 (Fig. 19A). A
formagdo dssea tem inicio sempre pelas didfises, a partir do processo pericondral,
avancando em direcdo as epifises; no estagio 28 apresentam seu esboco rigido bem
definido.

A ossificagdo dos metatarsos (mt) comega pela diafise no fim do estagio 19 com
reten¢do de corante nos mt II e III, seguido pelos mt I e IV no inicio do estagio 20 (Figs.
19B e C). O atipico metatarso V ossifica bem mais tarde, junto com elementos do tarso
no inicio do estdgio 25, periodo onde os demais metatarsos estavam em processo
bastante adiantado (Fig. 19H).

Entre as falanges, ossificacdo ¢ aparente pela retencdo de alizarina apenas na
falange 2 do dedo I no fim do estagio 21 (Fig. 19C). Observa-se ainda, modificagdes na
diafise da falange 1 em todos os dedos, mas sem retengdo de alizarina. Apenas no inicio
do estagio 22 essas falanges mostraram coloragdo. Além dessas, a falange 3 do dedo II
apresenta-se com intensa reten¢do de alizarina. Houve leves indicios de retengdo de
alizarina na falange 2 dos dedos II e III (Fig. 19D). No fim do estagio 22 o Unico
episodio que ocorre ¢ o aparecimento de centro de ossificacdo na falange 3 do dedo II
(Fig. 19E). No inicio do estagio 24, a falange 2 dos dedos II e III mostram centros de
ossificacdo. Além destas, a falange 2 do dedo IV e a falange 3 do dedo III apresentam
também centros de ossificagdo e no fim deste estdgio observa-se leves indicios de
retencdo de alizarina na falange 3 do dedo IV. Nos elementos do tarso observa-se um

discreto centro de ossificacdo no fibular do tarso e outro no Intermédio (Fig. 19F e G).
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Figura 19: Padrio de ossifica¢ao dos pés de embrides de M. niger, vista dorsal. (A) fim
estagio 18, (B) fim estdgio 19, (C) fim estagio 21, (D) inicio estagio 22, (E) fim estagio
22, (F) inicio estagio 24, (G) fim estagio 24, (H) inicio estagio 25, (I) inicio estagio 26.
Abreviaturas: dt3-4, distais do tarso 3-4; Fe, fémur; F, fibula; f, fibular do tarso; I-IV,
dedos I-1V; i+tc, intermédio mais central do tarso; mt5, metatarso 5; T, tibia;.
Diafanizagdo por KOH e colora¢do com vermelho de alizarina e azul de alcian. Escala:
S mm.
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O distal do tarso 4 e metatarso V apresentaram centros de ossificagdo no inicio
do estagio 25. No fim deste estagio, aparece o distal do tarso 3, que se intensifica apenas
no inicio do estagio 26. Observa-se, ainda, indicios de ossificagdo na falange 4 do dedo
IV, fato que fica evidente no estagio seguinte. Assim, o embrido no estagio 27 apresenta
a férmula falangica do adulto: 2:3:4:5 (Fig. 19 He I).

O resultado do nimero de elementos do tarso do embrido sdo cinco:
intermédio+central, fibular, os distais do tarso 4, 3 e 2. Como no carpo, os elementos do
tarso dos juvenis, sofreram extensa remodelagem e mudangas relativas no tamanho para
obter a forma adulta. O intermédio+central, o fibular, distal do tarso 4 e distal do tarso 3
ossificam. O distal do tarso 2 torna-se fibrocartilagineo e permanece intimamente
associado com o distal do tarso 3 e com a base do metatarso I. A falange 5 do dedo IV,
permanece cartilaginea e torna-se reduzida no adulto. O processo de ossificagdo esta

resumido no quadro 4 do apéndice.

4.2.1.2 DISCUSSAO

Cintura peitoral e pelvina

Segundo Clark, 1994, a escapula ¢ maior do que o coracdide, sendo esta uma
condicdo primitiva. De fato, a maior parte dos Mesoeucrocodylia basais conhecidos
possuem a escapula mais longa que o coracdide. Esta diferenca de comprimento ¢
intermediaria entre os Crocodyliformes basais ¢ Crocodylia viventes, que possuem a
escapula apenas ligeiramente mais longa que o coracdide. Durante o desenvolvimento
embrionario, a escapula de M. niger mantém sempre essa diferenga de comprimento em
relacdo ao coracdide, além de apresentar centros de ossificagdo primeiro e estar sempre
mais adiantada. Esta informacgdo foi também constata por Rieppel (1993b) em A.
mississippiensis. Em C. yacare, Lima et al. (2011a) informou que a escapula apresenta
gradiente de colora¢do mais intenso que o coracdide, o que confirma a constatagdo
anterior. A evolucdo da variacdo no comprimento desses ossos da cintura peitoral deve
ainda ser corretamente avaliada, preferencialmente por meio de aplicagdo dos métodos
filogenéticos comparativos.

Em M. niger, durante o desenvolvimento cartilagineo dos elementos da cintura

pelvina, o ilio e isquio se desenvolvem como uma peca Unica, apesar de se ossificarem
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por dois centros de ossificagdo e formar elementos distintos no adulto, porém
fortemente ligados por meio de uma articulag@o fibrosa (Figs. 14D, E). J4 o pubis se
desenvolve por um centro cartilagineo independente e se mantém livre, tal caracteristica
reflete na sua funcionalidade.

A ndo participagao do pubis de M. niger, C. yacare (Lima et al., 2011a) e demais
Crocodylia na formagao do acetdbulo, onde o contato se da apenas por ligamentos com
o ilio e sua articulagdo convexa numa superficie ligeiramente concava do isquio,
permite movimentos dorso-ventrais em decorréncia da contragdo de musculos
hipoaxiais (rectus abdominis e ischiopubis). Este movimento pubico, em associagdo ao
movimento da gastralia ¢ responsavel por parte da respiracdo, na qual movimentos
pélvicos auxiliam na ventilagdo pulmonar por meio da expansdo e contragdo dos
pulmdes, guiadas principalmente pelo grande musculo diaphragmaticus (Farmer e

Carrier, 2000).

diaphragmaticus

\

Rectus abdominis ischiopubis

Figura 20: Desenho esquematico do mecanismo da respiragdo pélvica em Alligator
durante a expiracao (A) e inspiragdo (B). Modificado de Carrier ¢ Farmer (2000).

Tanto M. niger quanto C. yacare (Lima et al., 2011a), apresentam um pubis

capaz de participar de movimentos acessérios a respiragdo, com participacdo do
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musculo diaphragmaticus e livre de articulagdo com o ilio, condi¢do que ocorre nos
Crocodyliformes (Carrier e Farmer, 2000; Claessens, 2004a). No entanto, nos
Crocodylomorpha basais, como em Terrestrisuchus, o pubis é mantido firmemente
articulado ao ilio e contribui com a formag¢ao do acetabulo, de modo que nestes taxons o
pubis ndo ¢é capaz de movimentos dorso-ventrais (Fig. 21). E possivel que a evolugdo do
osso pubis nos Crocodylia possa refletir uma tendéncia de habitos aquaticos com

beneficios durante a submersao.

Leptosuchus  Terrestrisuchus ~ Orthosuchus — Steneosaurus Alligator

Crocodylia

Mesoeucrocodylia

Crocodyliformes
Crocodylomorpha

Crurotarsi

Figura 21: Filogenia da transicdo do osso pubis. Vista lateral da pelve direita.
Em Leptosuchus e o crocodylomorpha basal Terrestrisuchus o pubis ainda articula com
ambos os 0ssos ilio ¢ isquio. Nos crocodyliformes basal Orthosuchus, o ptbis articula
apenas com a margem anterior proximal do isquio. Ilio destacado de amarelo, isquio
em azul e pubis em vermelho. Modificado de Claessens (2004a).

Membros

As observacdes sobre o desenvolvimento dos membros do Alligatoridae M.
niger, descritas acima, sdo consistentes com o padrdo de outros tetrapodes (Shubin e
Alberch, 1986) e podem ser comparadas com estudos similares realizados em outros

taxons. No entanto, algumas variagdes ocorrem e sao discutidas abaixo.
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Eixo primario e arco digital

Shubin e Alberch (1986) descreveram o desenvolvimento do esqueleto com base
em conexOes espaciais, onde as primeiras condensagdes esqueléticas aparecem
proximalmente, e ainda outras condensag¢des por meio de segmentacdo e eventos de
bifurcacdo ocorrem e formam o eixo primario, no qual o imero/fémur alonga-se e sofre
ramificagcdo para formar a ulna e radio/fibula e tibia, e o eixo primdrio se estende através
da ulna/fibula, ulnar do carpo/fibular do tarso e elementos do dedo IV. Miiller e Alberch
(1990) concluiram que esta ¢ a caracteristica invaridvel mais proeminente no
desenvolvimento dos membros. M. niger segue o padrdo esperado, bem como outros
representantes Archosauria como A. mississippiensis (Miiller e Alberch, 1990), Struthio
camelus (Kundrat, 2009) e Gallus gallus (Burke e Feduccia, 1997), além de espécies de
anuros (Fabrezi e Alberch, 1996), Lagartos (Blanco e Alberch, 1992) e Testudines
(Sanchez-Villagra et al., 2008b, 2009; Sheil e Portik, 2008).

A diferenciagdo precoce desse eixo primario ¢ uma importante ferramenta
morfologica que permite uma interpretagdo da identidade e homologia dos dedos e
elementos especificos do autopodio, bem como identificar e discutir a relacdo de
posicdes das estruturas e direcdes de crescimento (Burke e Feduccia, 1997).

Outra estrutura, que também parece ser invariante, durante o desenvolvimento ¢é
o arco digital (Sheil e Portik, 2008). Segundo Miiller e Alberch (1990), em A.
mississippiensis, esse arco origina-se como um ramo do eixo primario, composto pelos
distais do carpo/tarso 4, 3 e 2; seus correspondentes metacarpos/metatarsos aparecem
como resultado de uma seqiiéncia de eventos de ramificacdo que acompanha o
desenvolvimento desse arco. Os resultados desses autores sdo semelhantes aos
encontrados por Kundrat (2009), na ave Struthio camelus, o qual ressaltou ainda, que os
distais do carpo 3 e 2 desenvolvem-se com apenas um foco cartilagineo, ¢ em estagios
posteriores se fundem com o distal do carpo 4 formando um tnico elemento, o distal do
carpo 4+3+2. Burke e Feduccia (1997) assumiram que o membro dos Terdpodes
desenvolveu com o tipico eixo primario, seguido também pelo desenvolvimento do arco
digital. As analises realizadas no M. niger confirmam o surgimento deste arco apds o
eixo primdrio; no entanto ndo ¢ claro o padrdo de ramificagdo na origem desses
elementos, como relatado por varios autores com pesquisas realizadas em diferentes

taxons (Burke e Alberch, 1985; Shubin e Alberch, 1986; Miiller e Alberch, 1990;
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Fabrezi et al., 2007). A indicagdo pela coloracao de azul de alcian e corte histolégico ¢
que ha condensagdes independentes de todos os distais do carpo de M. niger (Figs. 11C,
13, 17). E importante também considerar a possibilidade de ocorrer variagio inter-

especifica na origem dessa estrutura.

Radial+intermédio e central do carpo

Em M. niger o intermédio em nenhum momento apresentou-se individualizado.
Esse dado concorda com Hinchliffe e Hecht (1984), Miiller e Alberch (1990) e Burke e
Feduccia (1997), que relataram a presenga de uma condensacdo embriondria que
representa a fusdo do intermédio com a condensagdo do radial nos Crocodylia e aves.
Isso contrasta com os Testudines, onde esses elementos desenvolvem-se com foco
condrogénico individual (Burke e Alberch, 1985; Sheil, 2003, 2005). J4 Mathur e Goel
(1976) descreveram o intermédio como uma cartilagem transitoria que desaparece
durante o desenvolvimento do lacertideo Calotes versicolor. Fabrezi et al., (2007)
analisaram varios taxons de lagartos e concluiram ser necessaria analise mais detalhada
sobre o desenvolvimento dos membros para confirmar a identidade desse elemento. No
entanto, para Crocodylia, como descrevemos acima, ndo h4 provas claras de que o
intermédio e radial tém origens distintas: o radial tem origem pré-axial, enquanto o
intermédio tem origem pds-axial. Todavia, ambos os elementos exibem grande
proximidade espacial durante o desenvolvimento.

No presente trabalho, assim como observagdes de Miiller e Alberch (1990) para
A. mississippiensis, consideramos que durante a diferenciagdo dos derivados do arco
digital, o tnico central do carpo permanece indiferenciado. Esses autores relataram que
o central do carpo ¢ o ultimo elemento a surgir, este se desenvolve de maneira
incomum, pois tem origem por meio de segmentacdo do radial+intermédio e pré-axial,
enquanto, Shubin e Alberch (1986) ressaltaram que os elementos centrais do carpo tém
origem poés-axial. Em M. niger também referimos a esse elemento como um central do
carpo, devido a localizagdo que ele ocupara no adulto, no entanto, ndo concordamos que
o radial+intermédio esteja envolvido em sua génese, uma vez que nao foi observado
nenhuma segmetagdo em M. niger que originasse o central do carpo.

Em outros répteis, como Testudines, Burke e Alberch (1985), observaram

também que durante a diferenciacdo dos derivados do arco digital as regides centrais do
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carpo permanecem indiferenciadas, com excecdo da condensacdo do intermédio. Esses
autores ainda sugeriram que o central IV surge via condensagdo dentro dessa regido
central do autopodio. Tal evidéncia ja havia sido constatada por Sanchez-Villagra et al.
(2007), em estudos com Chelonia mydas, no entanto, seus comentarios sobre estes
elementos ficaram limitados apenas as observacdes de dimensdes. Nos Testudines,
diferentemente de Crocodylia, sdo descritos 3 centrais do carpo; ¢ interessante ressaltar
que entre as espécies de Testudines ordem ocorre muitas diferencas na formagado

cartilaginea, principalmente na origem e modificagdes dos elementos centrais do carpo.

Intermédio+central do tarso

Em M. niger e A. mississippiensis (Miiller e Alberch, 1990), logo apés a
formagdo do eixo primario, surge o intermédio arranjado entre as extremidades distais
da fibula e tibia, posteriormente, desenvolve-se como um distinto processo anterior e
ocupa a regido distal da tibia. Nesse processo, surge um centro cartilagineo secundario,
o central do carpo, que se mantém conectado ao intermédio (Figs. 17, 18). Desta
maneira, a cartilagem do intermédio-central se diferencia como uma tinica condensacao
condrogénica com dois focos: um proximal, o intermédio e outro distal, o central do
tarso (astragalo). A semelhanga do A. mississippiensis, essa expansdo do intermédio foi
considerada como sendo o central do tarso, devido a essa origem embriondria e regido
que ocupa. No M. niger esse elemento se ossifica com apenas um centro de ossificagao,
apesar de sua génese envolver dois focos condrogénicos. Lagartos possuem formagao
desses elementos semelhante a esses Crocodylia (Fabrezi et al., 2007). J& em outros
répteis o central do tarso pode estar ausente, como nas espécies de Testudines P.

expansa (Vieira et al., 2011), C. mydas e C. caretta (Sanchez-Villagra et al., 2007).
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Reducéo do mesopodio

Holmgren (1933), Romer (1956), Hinchliffe (1985, 1991), tentaram explicar a
evolugdo dos membros dos Archosauria. Muitos destes estudos foram baseados em
dados comparativos e s6 mais tarde em observacdes embriologicas. De acordo com
estas ultimas observagdes, 13 pré-condensacdes representariam a condi¢do inicial na
morfogénese (Steiner, 1934 apud Miiller e Alberch, 1990), subsequencialmente varias
outras fusdes ocorreriam produzindo apenas seis elementos no carpo (Miiller e Alberch,
1990; Buscalioni et al., 1997).

Nossas observacdes contrastam com algumas das interpretagdes tradicionais.
Observamos, por exemplo, que durante o periodo embrionério, hd menos condensagdes
cartilaginea do que relatado acima. Como conseqiiéncia de eventos da série
morfogenética, o carpo de M. niger, durante os primeiros estagios, consiste de trés
elementos proximais, o radial+intermédio, ulnar e pisiforme e cinco elementos distais, o
central do carpo, distais do carpo 2, 3, 4 e 5, totalizando oito condensacdes. Em periodo
embrionario mais adiantado (estagio 16), fusdes, remodelacdes e ossificagdes ocorrem,
e produzem um carpo com quatro elementos ossificados e dois cartilagineos. Fusdes e
auséncia de ossificacdo conduziram a redu¢ao desses elementos em M. niger. Essa é
uma caracteristica compartilhada com demais Crocodylia viventes, como A.
mississippiensis (Miiller ¢ Alberch, 1990; Rieppel, 1993a; Buscalioni et al., 1997) e C.
yacare (Lima et al., 2011a).

Em geral, na fileira proximal o radial+intermédio e ulnar sdo os primeiro
elementos a apresentarem centros de ossificagdo, esses sdo elementos alongados, com o
radial maior que o ulnar. Segundo Benton e Clark (1988), essa caracteristica ¢ uma das
sinapomorfias de Crocodylomorpha, sendo este, o mesmo padrdo encontrado em M.
niger. O pisiforme apresenta centro de ossificagdo apos esses elementos, segundo
Shubin e Alberch (1986), Miiller e Alberch (1990) e também na espécie em estudo, o
pisiforme aparece como uma nova condensagdo pré-axial e lateral ao ulnar do carpo.
Diferente de outras condensagdes cartilaginea do membro, o pisiforme nido apresenta
conexdes espaciais com demais elementos do autopodio. Este se ossifica
completamente, e juntamente com o radial+intermédio e ulnar, sdo os mais comumente

encontrados no registro fossil (Buscalioni et al., 1997).
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No presente trabalho, a fusdo dos distais do carpo 3+4+5 em M. niger, e distais
do carpo 4+5 em A. mississippiensis (Miiller e Alberch, 1990), se ossificam com um
unico centro de ossificagdo. Os demais distais do carpo permanecem cartilagineos,
assim como o central do carpo. Segundo Miiller e Alberch (1990), este elemento torna-
se mais fibrocartilagineo apo6s a eclosdo. Utilizando dados paleobiologicos e
embrioldgicos, Buscalioni et al. (1997) realizaram um estudo comparativo com intuito
de analisar a hipdtese da perda de elementos do carpo em Crocodylia. Segundo esses
autores, uma revisao dos taxons extintos revelou uma limita¢do na variagdo do nimero
de ossos do carpo, sendo apenas trés a quantidade maxima de distais do carpo, essa
observacdo foi registrada em fosseis de espécies da familia Atoposauridae e
Thalattosuchia. Por outro lado, os Crocodylia viventes representam um grupo
homogéneo em que todos os membros do clado s6 possuem um grande elemento distal
do carpo ossificado (Romer, 1956). Essas afirmacgdes sdao coerentes com nossas
observagdes para M. niger bem como para A. mississippiensis (Miiller e Alberch, 1990)
e C. yacare (Lima et al., 2011a).

Segundo Riff (2007), nos Crocodylomorpha, a identificacdo dos distais do carpo,
ao longo da sua historia, ¢ conflitante. Nos estudos fossiliferos o numero e identidade
dos distais do carpo, nos poucos crocodylomorpha que preservam estes elementos,
diferem entre varios autores, o que historicamente dificultou a identificacdo de
homologias entre estes elementos. Estudos embriologicos das formas recentes que
detalhem a origem e desenvolvimento desses elementos s3o novos e em poucas
espécies. Isto se restringe aos estudos de Rieppel (1993b), Lima et al. (2011a) e, agora
em M. niger.

Se os crocodylomorpha apresentassem uma estabilidade morfoldgica nesse
segmento do membro desde sua origem no Tridssico, encontrar-se-ia apenas um distal
do carpo ossificado no registro fossil. Este elemento seria o distal do carpo 3+4+5 ou
4+5 como apresentado por Miiller e Alberch (1990). Essa visdo foi reforcada pela
presenca de apenas um distal do carpo no Crocodyliforme basal Protosuchus
richardsoni, apesar de esse elemento ter sido identificado como sendo o produto da
fusao dos distais do carpo 3+4 (Colbert e Mook, 1951). Formas ainda mais basais, como
os Crocodylomorpha Terrestrisuchus agilis (Crush, 1984) e Dibothrosuchus elaphros
(Wu e Chatterjee, 1993) também retém apenas um distal do carpo, identificado também

como sendo o distal do carpo 3+4.
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A ocorréncia de dois distais do carpo ossificados em Orthosuchus stormbergi
(Nash, 1975) e em Sichuanosuchus huidongensis (Peng, 1995 apud Buscalioni et al.,
1997) foi sugerida como representando o distal do carpo 3+4 e o produto da fusdo do
distal do carpo 1 ao central do carpo, Chimaerasuchus paradoxus identificados como
sendo o 1+2 e 3+4 (Wu e Sues, 1996) e Junggarsuchus sloani um crocodylomorpha
basal situado como grupo-irmdo dos Crocodyliformes, do Jurassico da China e
Notosuchus terrestris, possui dois distais do carpo ossificados, ndo identificados (Clark
et al., 2004; Pol, 2005).

Os Atoposauridae e os Thalattosuchia, no entanto, possuem até trés distais do
carpo ossificados (Wellnhofer, 1971; Buscalioni et al., 1997). Além desses, o
Sichuanosuchus shuhanensis foi também descrito apresentando o mesmo nimero de
distais do carpo ossificado identificados como sendo os distais do carpo 1+2, 3 e 4 (Wu
et al.,, 1997). Como conseqiliéncia, observagdes desses distais do carpo nos fosseis
desses crocodylomorpha, e & compreensao do desenvolvimento embrionario da mao dos
Crocodylia viventes, tais como A. mississippiensis, C. yacare e M. niger, indicam que a
auséncia, pela ndo-formagdo, do distal do carpo 1 nos Crocodylia viventes pode ser
estendida a outros Crocodyliformes; que a Unica fusdo ocorrente entre os distais do
carpo se dd entre os carpais 3, 4 ¢ 5 e que o distal do carpo 2 mantém-se como
elementos independentes ao longo da histéria evolutiva do grupo.

Além disso, ao observar a presenga de dois ou trés distais do carpo na filogenia
dos Crocodyliformes, nota-se que ha uma reducdo no numero de distais do carpo
ossificados. Desta maneira, a presenca de trés elementos ossificados, como ocorrente
nos Atoposauridae e nos Thalattosuchia, pode representar a condi¢do plesiomorfica para
o grupo, e a presen¢a de apenas um distal do carpo ossificado a condi¢do apomorfica,
originada por pedomorfose nos Crocodylia (Buscalioni et al., 1997).

Ja, no tarso proximal de M. niger, o intermédio+central ¢ fibular apresentam
discretos centros de ossificacdo, simultaneamente, no fim do estdgio 24. Observagao
diferente foi registrada por Lima et al. (2011a) em C. yacare, e Miiller e Alberch (1990)
em A. mississippiensis, onde segundo esses autores o fibular apresenta centro de
ossificacdo antes do intermédio+central. J& para Rieppel (1992, 1993a, 1994a,b), nos
lacertilia, o intermédio+central antecede o processo de ossificagdo em relagdo ao

fibular.
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No M. niger ¢ demais Crocodylia viventes ha trés distais do tarso, cada um surge
com condensacdo cartilaginea independente, denominados como Dt 2, 3 e 4, em
referéncia aos dedos aos quais se articulam e a seqiiéncia de sua formagdo (Brinkman,
1980; Miiller e Alberch, 1990). Desses, apenas os distais do tarso 3 e 4 ossificam,
assim como relatados por Miiller e Alberch (1990) para A. mississippiensis e Lima et
al. (2011a) para C. yacare. Enquanto o distal do tarso 2 mantém como um elemento
cartilagineo diminuto, posicionado na base do metatarso 2 e em contato com o
metatarso 1, mantido intimamente associado ao distal do tarso 3 na fase adulta de M.
niger e A. mississippiensis (Miiller e Abrech, 1990).

Apesar dos elementos do tarso proximal (intermédio+central e fibular) serem
bem documentados no registro fossil dos Crocodylomorpha, pouco se conhece sobre os
distais do tarso, pois como ocorre com os distais do carpo, esses elementos sdo
frouxamente articulados aos demais ossos dos pés e sdo facilmente transportaveis.
Entretanto, a ndo-ossificacdo de ao menos um distal do tarso provavelmente representa
a condigdo primitiva para os Crocodylomorpha, uma vez que Terrestrisuchus,
Orthosuchus e Geosaurus preservam apenas os distais do tarso 3 ¢ 4 (Romer, 1956;
Naish, 1975; Crush, 1984), enquanto Protosuchus preserva apenas o distal do tarso 4
(Colbert e Mook, 1951).

Morfogénese cartilaginea e ossificacdo dos dedos

No M. niger, o desenvolvimento dos metapddios ¢ semelhante entre si, com cada
elemento aparecendo como uma pequena coluna cartilaginea. No entanto, ndo foi
possivel observar a seqiiéncia de eventos descrita por Miiller e Alberch (1990) para A.
mississippiensis, onde os metacarpos aparecem como resultado de uma série de eventos
de ramificacdo que acompanha o desenvolvimento do arco digital. As falanges
individuais se formam como uma coluna extensa de condensagdo cartilaginea dos
metacarpos € posteriormente sofrem segmentacdo. Infelizmente, ndo foi possivel
determinar a origem exata dos dedos em M. niger, pois estes tiveram um
desenvolvimento muito rapido, apesar das amostras terem sido coletadas diariamente
(Figs. 11, 18). Sugere-se que, para observagdes claras destes possiveis eventos, exigir-
se-a andlises precisas de muitos espécimes nos estagios em que esses episodios ocorrem

e talvez com intervalos menores do que 24 horas.
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Nos Crocodylia, incluindo nossa espécie em estudo, desenvolvem-se cinco
dedos nas maos, e todos permanecem na vida adulta desses animais. No entanto, em
alguns grupos Archosauria os dedos I e V representam uma estrutura transitoria,
claramente visivel em determinados estagios. Holmgren (1955) ja havia relatado o
primérdio do metacarpo 1 em embrides de Struthio camelus e Larus fuscus.
Recentemente, Kundrat (2009) confirmou novamente a presenga do dedo I em Struthio
camelus, depois de formado, essa estrutura rapidamente degenera, com duracdo de
apenas dois dias. Segundo o autor, essa informacao, representa apoio a evidéncia de
membros pentadactilos nessa ave, mesmo que passageiro.

Em relagdo ao desenvolvimento do dedo V, j& houve muito questionamento, em
varios taxons sobre a sua origem e, principalmente, se pertence ao arco digital. Por
exemplo, Burke e Alberch (1985), Shubin e Alberch (1986), Burke e Feduccia (1997),
Sanchez-Villagra et al. (2008b), informaram ndo encontrar nenhuma ligacdo entre o
dedo V e eixo primario e/ou arco digital em membros de tetrapodes, aludiram ainda que
o dedo V pode ser formado por uma nova condensacdo. Em Testudines, a conectividade
entre o distal do carpo 5 e o distal do carpo 4 ja foi interpretada em fases iniciais do
desenvolvimento embrionario em C.mydas por Sanchez-Villagra et al. (2007). Ja foi
sugerido por outros autores que o dedo V possa surgir como uma condensacdo do arco
digital e/ou ulnar do carpo em anuros (Fabrezi e Barg, 2001), lagartos (Fabrezi et al.,
2007) e Testudines (Sanchez-Villagra et al., 2008b). No entanto, este fato ndo apresenta
confirmagdo em M. niger ¢ A. mississippiensis (Miiller e Alberch, 1990), uma vez que
nao foi observado qualquer conexao cartilaginea do dedo V com o ulnar do carpo e
elementos do arco digital.

No que diz respeito a homologia dos dedos, incluindo o dedo V, Fabrezi et al.,
(2009), inferiram que essa homologia ¢ apoiada no padrdo semelhante de
desenvolvimento dos dedos; pelo tempo em que o dedo V aparece, ou seja, apos
condensag¢do do eixo primadrio e antes dos dedos Il e I e por fim as relagdes semelhantes
entre o distal do carpo e o correspondente dedo no arco digital.

Conforme os resultados apresentados neste estudo para M. niger e demais
amniotas, essas informagdes sdo coerentes, exceto quanto ao tempo de formagdo do
dedo V, este nao ocorre antes dos dedos I e II, como descrita acima, essa ressalva ¢
valida para A. mississippiensis (Miiller e Alberch, 1990), para os Testudines Pelodiscus
sinensis (Sanchez-Villagra, 2009) e C. mydas (Sanchez-Villagra et al., 2007) ¢ para o
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Caudata Triturus marmoratus (Blanco e Alberch, 1992). Nesta ultima espécie, o
desenvolvimento dos dedos ocorre de forma seqiiencial; ou seja, cada dedo completa a
condrogénese de todas as falanges antes do proximo dedo comegar a desenvolver-se,
essa seqiiéncia comeca no dedo I e termina no dedo IV. Segundo Blanco e Alberch
(1992), esta seqiiéncia parece ser um padrao geral no desenvolvimento dos membros
dos Caudatas. Em M. niger, ndo existe essa regra seqiiencial, os dedos I, II ¢ III
comecam simultaneamente seguidos pelos dedos IV e V, no entanto o dedo IV ¢ o
ultimo a terminar seu processo de condrogénese, esse padrdo difere do Squamata
Paroedura picta, onde o dedo IV aparece primeiro, em seguida, o dedo V surge
posterior ao eixo primario, e os dedos III, II e I formam em uma seqiiéncia posterior
para anterior (Noro et al., 2009).

De acordo com as observagdes pontuadas acima, nos tetrapodes as estruturas
fundamentais dos membros pentadactilos sdo basicamente as mesmas; isso indica que
eles originaram-se de um ancestral comum, mas durante o curso da evolucdo, estas
estruturas foram se modificando. Tornaram-se estruturas superficialmente diferentes e
aparentemente nao relacionadas, que servem a diferentes fungdes devido a adaptacdo a
diferentes ambientes e modos de vida.

Nos pés dos Crocodylia houve redugdo do quinto dedo. Em M. niger, a
semelhanca do A. mississippiensis e C. yacare, o metatarso V é o tnico elemento do
dedo 5 (Miiller e Alberch, 1990; Lima et al., 2011a). Essa alteragdo morfoldgica ja
havia sido mencionada em estudos de Parrish (1987). Segundo este autor, o metatarso V
ainda sofreu drastica redugdo em relacdo aos demais metatarsos. O esqueleto dos pés de
Hesperosuchus foi reconstituido por Colbert (1952), que em suas descri¢oes relata a
presenca de um metatarso V robusto, com comprimento equivalente aos demais
metatarsos, e portando quatro falanges. No entanto, em Terrestrisuchus o metatarso V,
ja se apresentava com metade da extensao dos demais metatarsos e portando apenas
duas falanges diminutas (Crush, 1984). Orthosuchus e Protosuchus (ambos presentes no
inicio do jurassico) e todos os demais Crocodyliformes, incluindo M. niger, A.
mississippiensis, C. yacare e outras formas viventes, reduziram drasticamente o quinto
dedo do pé a um pequeno metatarso sem falanges, possuindo entdo apenas quatro
metatarsos funcionais no pé, sendo esse caracter uma sinapomorfia (Parrish, 1987;

Miiller e Alberch, 1990).
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Quanto ao processo de ossificacdo dessa regiao dos membros, os metapodios de
varias espécies de Testudines ossificam antes de qualquer outro elemento do autopodio
e falange, essa informagao ¢ valida tanto para as maos quanto para os pés, com exce¢ao
dos Chelydridae, C serpentina e M.temminckii, onde a falange distal de varios dedos
ossifica antes ou simultdneamente com os metapodios. Em conformidade com esses
Chelydridae; em M. niger e C. yacare os metacarpos 1 a 3 apresentam centros de
ossificacdo seguida pelas falanges distais dos dedos 1 e 2 e s6 depois os metacarpos 4 e
5 apresentam retencdo do corante alizarina, seguindo o sentido antero-posterior.

Os metacarpos 2-4 apresentaram os maiores graus de ossificagdo, sugerindo sua
posicdo dominante no inicio da evolucdo da ossificagio observado em todos os
Testudines estudados (Rieppel, 1993a; Sheil e Greenbaum, 2005; Sanchez-Villagra et
al., 2007). O metacarpo 3 em média ossifica primeiro e freqiientemente mostra maior
grau de ossificagdo do que o dedo IV. E interessante verificar que os elementos do dedo
IIT ossificam antes do dedo IV, apesar desse ultimo ser o primeiro a formar durante a
condrogénese em ambas as maos ¢ pés. Em M. niger concordamos no que diz respeito a
ossificagdo do dedo IIT que também ¢ visto em C. yacare (Lima, 2011a). No entanto, no
inicio do desenvolvimento condrogénico o dedo IV segue quase simultdneo com os
dedos I a III, e ¢ o ultimo a terminar o processo de condrogénese, isso ocorre talvez por
esse dedo ter mais falanges do que o demais.

Apds o aparecimento de centros de ossificagdo dos metapodios, as falanges
comecam a desenvolver o processo de ossificagdo. Em relagdo ao grau de ossificagdo
das falanges de M. niger, a tendéncia geral foi conduzida no sentido antero-posterior, ou
seja, comeca no dedo I e finaliza nos dedos IV (pés) e dedo V (mados), apresentou
também um sentido disto-proximal no dedo I (pés e maos), préximo-distal nos dedos IV
e V (maos), IV (pés) e os dedos II e Il ndo seguiram nenhum desses dois ultimos
sentido, comecando nos dedos distais depois falanges proximais e por ultimo nas
falanges entre elas. A presenca de mais de uma tendéncia de ossifica¢do entre os dedos

¢ compartilhada com outros taxons.
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Formula falangica

A férmula falangica dos dedos das maos de Crocodylia, nas formas viventes tem
tradicionalmente sido reconhecido como 2:3:4:4:3 (Reese, 1915; Gegenbaur, 1864;
Romer, 1956). Segundo Riff (2007), ¢ dificil definir o nimero de falanges nos dedos
das espécies ancestrais, uma vez que, poucos fosseis preservam sua formula falangica
completa. Nos Crocodylomorpha basais como Terrestrisuchus apresentam, assim como
nos Crocodylia viventes, trés e quatro falanges nos dedos II e III, respectivamente e ao
menos trés falanges nos dedos IV e V que, como o dedo I, ndo estavam preservados
integralmente (Crush, 1984). Segundo Miiller e Alberch (1990), se incluir as falanges
que se mantém cartilaginea no espécime adulto de A. missisipiensis obtera outra formula
falangica, 2:3:4:5:4. Esses autores consideraram essa formula a correta para demais
Crocodylia. Nossos dados ndo corroboram a proposta de que existe uma féormula
falangica tnica para Crocodylia. Em M. niger, apds surgimento e fusdes de falanges
distais dos dedos IV e V a férmula falangica no adulto, incluindo as falanges que nao se
ossificam ¢ 2:3:4:4:2. Desta maneira, o numero de falanges observado no final do

periodo embrionario € o mesmo do adulto.

Outra conseqiiéncia da auséncia de ossifica¢do nas extremidades das falanges IV
e V em M. niger e nas demais formas recentes, ¢ a presenca da ultima falange em forma
de garra apenas nos dedos I, II e III (Miiller e Alberch, 1990), assim como nos
Atoposauridae (Wellnhofer, 1971), Uberabasuchus (Vasconcellos et al., 2004) e
Stratiotosuchus (Riff, 2007), sugerindo ser esta a condi¢do plesiomorfica para os
Crocodyliformes.

Em relacdo ao pé, a formula falangica apresentada no M. niger e demais
Crocodylia viventes ¢ 2:3:4:5:0, incluindo as falanges distais em forma de garra e
presentes apenas nos dedos I-III, sendo que a diminuta falange distal do dedo IV
mantém-se cartilaginea no adulto e as demais se ossificam completamente, esse mesmo
padrao foi observado por Miiller ¢ Alberch (1990) em A. mississippiensis. Para Riff
(2007), considerando o material preservado de Stratiotosuchus, destaca-se ossificagdo
na falange 5 do dedo IV. Esta falange ¢ representada neste taxon apenas por sua por¢ao
mais proximal, articulada a falange 4 do dedo IV. Apesar de ndo estar completa, a

falange 5-1V é seguramente a menor falange do pé. Ainda segundo esse autor, ndo ha
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evidéncias, portando, de que a férmula falangica do pé do Crocodyliforme
Stratiotosuchus seja distinta do ocorrente nos Crocodylia viventes que, assim como para
os dedos das maos, mantém a formula falangica plesiomoérfica dos Crocodylomorpha,
considerando-se apenas os dedos I-IV, havendo alteragdes apenas no dedo V, reduzido e
sem falanges.

Dentre as poucas formas fosseis cuja formula falangica é conhecida, o nimero
de falanges dos dedos I-IV destas ¢ o mesmo dos Crocodylia viventes, se apenas os
elementos ossificados forem considerados, no ancestral Terrestrisuchus sendo de
2:3:4:4:2, que ainda mantém o quinto dedo funcional (Crush, 1984), 2:3:4:4:0 em
Protosuchus (Colbert ¢ Mook, 1951), com todos estes possuindo falanges distais em
forma de garra apenas nos dedos I-IIl. Para Burke e Feduccia (1997), a variagdo da
formula falangica é comum entre taxons e a perda de dedos pode acontecer, com maior
freqiiéncia nos dedos I e V, isto ja foi visto em anfibios, mamiferos, lagartos, aves e
Testudines (Alberch e Gale, 1985), A. mississippiensis (Miiller e Alberch, 1990) e,
agora, em M. niger. E interessante ressaltar que a inclusdo de informagdes de caracteres
fosseis e desenvolvimento embrionario dos membros sdo importantes para compreensao

da evolugao.
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4.2.2 CRANIO
4.2.2.1 RESULTADOS

Descricdo anatdmica do esqueleto adulto

Pré-maxila: E um osso par, com formato triangular em vista dorsal. Juntamente com o
seu contralateral forma a extremidade rostral do focinho onde demarca o contorno da
narina. Na regido caudal da narina, observa-se um pequeno processo em forma de ’V”’
invertido projetando-se cranialmente, mas ndo o suficiente para dividir a narina, este
processo ¢ formado pelos ossos pré-maxila e nasal (Fig. 22).

A pré-maxila contata caudolateralmente com a maxila e caudomedialmente com

0s 0ssos nasais. Ventromedialmente articula-se com o seu contralateral apenas na
por¢do caudal, visto que, rostralmente estes ossos sdo separados pelo forame pré-
maxilar. Cada pré-maxila sustenta cinco dentes, o quarto ¢ o maior deles e os dois
primeiros os menores. Ainda na superficie ventral, hd uma série de pequenos forames
em linha paralela a margem externa curvada do osso. Entre esses pequenos forames e a
base de inser¢do alveolar dos dentes ha quatro depressdes arredondadas para alojar os
quatro primeiros dentes da mandibula. A quarta depressdo torna-se profunda e pode até
perfurar a pré-maxila, expondo o 4pice do dente durante o processo de oclusdo.
Maxila: E um osso largo que forma grande parte do focinho caudolateral e sustenta a
maioria dos dentes, 13 processos alveolares. Sua superficie dorsal apresenta forma de
trapézio com proje¢ao ventrocaudal relativamente longa e afilada, onde faz contato com
0 0sso jugal, por meio de um processo que se ajusta em cunha. Ainda na superficie
dorsal articula com a pré-maxila rostralmente; com o nasal medialmente e lacrimal
caudalmente.

A face ventral da maxila ¢ formada, principalmente, pelo processo palatino, este
se apresenta plano e articula-se com o seu contralateral medialmente, exceto na por¢ao
rostromedial onde eles sdo separados pelo osso vomer e na por¢do caudomedial pelo
0sso palatino. Na regido caudolateral a maxila articula-se obliquamente com o
ectopterigdide. A maxila ainda contribui com grande parte do contorno lateral e rostral
da fenestra palatina. O rostro ventral da maxila articula com a pré-maxila contribuindo
com a formacao do focinho. Paralelo aos dentes hd um serie de pequenos forames, a
continuagdo daqueles observados na pré-maxila. Acompanhando-os ha algumas

escavacgdes circulares, sendo mais proeminentes entre os dentes 10 e 12, acomodam os
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dentes da mandibula ao ocluir. Destacados dos demais estdo um par de forames
localizados caudomedialmente, os forames palatinos caudais (Fig. 22).

Nasal: Sdo ossos pares, longos com largura variavel longitudinalmente, sendo mais
afilados rostralmente formando um triangulo quando articulado medialmente com o seu
contralateral e contribui com grande parte do teto da passagem nasal. Sua porcao caudal
estende-se até o osso frontal, com o qual se articula; caudolateral com o pré-frontal e
lacrimal, lateralmente articula-se com a maxila. Alcancam sua maxima largura a frente
dos pré-frontais, frontal e lacrimal, onde emitem um processo caudomedial que se
acunha entre o pré-frontal e o frontal.

Rostralmente articula-se com a pré-maxila, na sua extremidade rostral estreitam
abruptamente e forma uma proje¢ao afilada em forma de *’V’’ invertido que se estende
até a narina, com contribuicdo das pré-maxilas (Fig. 22).

Lacrimal: Sdo ossos que formam a margem rostral das Orbitas, orientando-se
verticalmente. Contata amplamente a maxila rostralmente e com os 0ssos nasal e pré-
frontal medialmente. Dorsolateralmente sua superficie apresenta um sulco que segue até
a maxila, formando uma crista medialmente que termina na abertura do forame lacrimal
no interior da orbita. Este forame estende-se longitudinalmente através do osso lacrimal
e abre em uma cadmara nasal conectando a orbita a cavidade nasal. Lateralmente ao
sulco, o osso lacrimal langa uma espicula que se articula com o jugal (Fig. 22).
Pré-frontal : E um osso alongado, com formato de losango, onde apresenta uma crista
proeminente que forma duas depressoes, rostral e caudal. Medialmente contata com o
osso frontal, rostromedial com o o0sso nasal e lateralmente com o osso lacrimal.
Contribui com a formacgdo da orbita com uma pequena borda ligeiramente mediolateral.
Ventralmente se articula com os processos palatino e pterigoide através de uma coluna
descendente, o pilar pré-frontal. Estes pilares ndo se contatam medialmente, apenas
emitem uma proje¢ao medial de suas margens internas que delimitam dois espagos, um
dorsal menor arredondado, e outro ventral maior e triangular, interligados por uma
estreita passagem (Fig. 22).

Frontal: Os frontais estdo fundidos ¢ ndo ha qualquer sinal de sutura inter-frontal. Este
0sso toma um aspecto de ponta de lanca rostralmente, acunhando-se entre os 0ssos
nasais e articula largamente com os pré-frontais na sua face rostromedial. Suas bordas
laterais possuem uma crista arredondada que delimita, juntamente com o osso pré-

frontal, a margem medial da 6rbita. Caudalmente alcangam sua maxima largura a frente
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dos ossos parietal e pos-orbital com os quais se articulam, ocupando a maior parte da
area do teto craniano acima das orbitas.

Ventralmente, a por¢do caudal do frontal contata com o laterosfendide. Ainda na
face ventral, o processo rostral do frontal posiciona-se sob a por¢do mais caudal dos
pré-frontais, colocando-se acima dos pilares pré-frontais. Entre os pré-frontais e o
laterosfenoide, ha um profundo sulco, bordeado pelas cristae cranii frontales, que aloja
o trato olfatdrio. O osso apresenta uma depressdo dorsal limitada pelas cristas orbitais,
que, juntamente com o sulco do trato olfatério, lhe confere a forma de "H’> em um
corte transversal (Figs. 22, 23).

Parietal: Os parietais também fundem-se numa pega Unica, tal como ocorre com os
frontais. Rostralmente, em sua extremidade mais ampla, articula com o frontal e os pos-
orbitais rostrolateralmente. Na porcao caudal ele estabelece contato com o 0sso supra-
occipital, haja vista que este se encaixa rostralmente com uma projecao do osso parietal.

Na porcio média do parietal evidencia-se um estreitamento, superficie

interfenestral, essa regido contribui para a formacdo das bordas mediais das fenestras
supra-temporais. Ao longo da parede interna dessas fenestras, o parietal contata
ventralmente, com os laterosfendides e os quadrados e com o esquamosal
caudolateralmente. O canal para a artéria temporo-orbital se abre na fenestra entre os
0ssos parietal e esquamosal (Fig. 22).
Esquamosal: O esquamosal ¢ um osso par localizado na porgéo caudolateral do cranio,
ligeiramente plano com superficie irregular, apresentando uma pequena elevacao na
interse¢do entre as bordas medial e caudal. Expande-se lateralmente e curva em uma
leve declividade que contorna a regido caudal do ouvido médio, formando uma
depressdo que contata lateralmente com os 0ssos quadrados. rostralmente delimita uma
pequena borda da fenestra supra-temporal.

Em vista dorsal, o esquamosal contata medialmente com o parietal,
caudomedial com o supra-occipital e rostralmente com o pds-orbital. Em vista caudal
este 0sso se articula amplamente com o exoccipital (Fig. 22).

Pés-orbital: Os pos-orbitais contribuem com a formagdo da fenestra supra-temporal
delimitando a porgdo rostral e lateral desta. Rostralmente ¢ retangular e expandido
caudalmente. Em vista dorsal, articula-se medialmente com o parietal e na sua margem
rostromedial contata a margem caudal do frontal, além de contribuir com uma pequena

borda caudal da orbita. Ventralmente, adjacente a sutura com o parietal, o pos-orbital
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recebe a margem rostrodorsal do lateroesfendide. Da margem rostrolateral do pos-
orbital, prolonga-se e forma o processo descendente rostral ou coluna pos-orbital
(columnae postorbitales), sendo ligeiramente largo lateromedialmente e inclinado. Este
se estende até o processo ascendente do jugal e separa a orbita da fenestra temporal
inferior. Ha também um pequeno processo descendente caudal. Esse processo estende-
se caudoventralmente bordeando uma pequena por¢cdo dorsal do quadradojugal, e
contribui para a formag¢do da por¢do dorsal da margem caudal da fenestra temporal
inferior (Fig. 22).
Jugal: E um osso alongado que forma parte da borda lateral do cranio e medialmente
forma grande parte da borda lateral da orbita. Rostralmente articula-se com a maxila,
lacrimal e mais lateralmente com o ectopterigdide. Na segunda metade caudal ¢
delgado, alonga-se e projeta uma espicula que se articula com o osso quadradojugal.
Esta proje¢ao contribui para a formagao da parede lateral da fenestra temporal inferior.
Medialmente ele emite o delgado e pontiagudo processo jugal ascendente. Este se
articula obliquamente com o processo descendente rostral do pods-orbital, formando a
por¢do lateral inferior da coluna pds-orbital, que recebe ainda uma pequena
contribuicdo, em sua base, do osso ectopterigoide (Fig. 22).
Quadradojugal: E um pequeno osso cunhado entre o jugal e o quadrado caudalmente,
chegando a contatar a superficie rostroventral do pos-orbital. Ele articula-se com a
margem caudal do jugal e com a margem rostral do quadrado. Sua face rostromedial
delimita a extremidade caudolateral da fenestra temporal inferior, avanga rostralmente
nesta margem através da projecdo de um delgado estriamento, espinha quadradojugal,
processo que finda na articulagdo do pos-orbital com o quadrado. Em sua margem
ventral, o quadradojugal forma um sulco que termina no canto caudal da fenestra
temporal inferior (Fig. 22).
Quadrado: Apresenta-se convexo e bastante alongado caudolateralmente. Dorsalmente
forma a maior parte do assoalho do meato actstico externo. Rostrolateral articula-se
amplamente com o quadradojugal, de maneira que o quadrado nao participa da margem
caudal da fenestra temporal inferior, sendo entdo isolado desta pelo quadradojugal. Em
sua superficie lateral, o quadrado possui uma profunda e ampla convexidade oblonga
que se estende dorsalmente até a margem laterocaudal do pos-orbital.
Caudolateralmente, o osso quadrado articula-se com o processo paraoccipital,

contato que também ¢ nitido na vista occipital. Ainda nesta vista, o quadrado articula
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com o exoccipital e numa posi¢ao mais ventral com o basisfenodide. Na superficie dorsal
na margem caudal o osso quadrado mantém intimo contato com o esquamosal. Na
por¢do ventral, observa-se o processo pterigdide do quadrado, este € robusto e estriado e
contata o pterigdide. Na regido dorsal e rostral, o quadrado contata, também fortemente,
com o laterosfendide e o pos-orbital. O quadrado projeta-se ventrocaudalmente e
apresenta os seus condilos mandibulares numa posi¢do além do nivel do cdndilo
occipital. Os condilos mandibulares sdo separados entre si por uma reentrancia em sua
margem ventral (Fig. 22).

Ectopterigdide: Possui forma oblonga, estende-se ventralmente da maxila e jugal ao
pterigoide, afina-se progressivamente e termina em um apice pontiagudo que se cunha
na superficie ventrolateral do pterigoide. Rostralmente contribui com a formagdo da
fenestra palatina, sem contatar o 0sso palatino o que permite uma pequena comunicagao
do pterigoide com esta fenestra. Ele se articula rostrolateral com a maxila, e sua sutura
termina na altura do antepenultimo dente, continuando na dire¢do caudal até contatar
com o 0sso jugal, e pouco contribui para a formagao da base da coluna pos-orbital (Fig.
23).

Palatino: E um osso par que esta compreendido, em quase toda sua extensdo, entre as
fenestras palatinas, formando a parede medial destas. Sdo alongados e possuem
extremidade rostral arredondada e a caudal sinuosa. Em vista ventral formam uma barra
plana entre o pterigoide e a maxila, apresentando-se mais estreita entre as fenestras
palatinas. Sdo unidos com o seu contralateral por uma sutura mediana bem marcada e
reta e forma parte consideravel do assoalho da passagem nasal (Fig. 23).

Vomer: E um pequeno osso com formato de losango, onde se apresenta mais estreito e
afilado na margem caudal, une-se medialmente com o seu contralateral e torna-se mais
largo na porg¢ao mais rostral, contribui na formacao do palato e estd posicionado entre as
pré-maxilas e os palatinos (Fig. 22).

Laterosfendide: Os laterosfendides correspondem a por¢do rostroventral do cranio.
Contatam o frontal dorsalmente com forte sutura e ainda nessa porcdo, os
lateroesfendides se projetam rostralmente e se articulam com o seu contralateral,
delimitando um orificio dorsal por onde passa o trato olfatério. Latero-ventralmente
forma uma coluna descendente que margeia a borda rostral do forame oval do nervo V
(trig€meo). Rostral a essa coluna, estd uma segunda coluna laminar que juntas formam o

forame lacero, e articula-se, por uma pequena por¢do de suas extremidades ventrais,
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com os pterigoéides. Dorsocaudalmente contata com o parietal e o quadrado. Projeta
ainda um processo dorsal que contata o pds-orbital (Figs. 30F, 34E). No cranio adulto
estas estruturas ndo foram mostradas por serem internas e de dificil visualizacao.
Pterigdide: Sdo ossos com superficie ventral relativamente lisa. A sutura com seu
contralateral ¢ continua e retilinea, finda na abertura rostral da coana e na margem
caudal os pterigbides se fundem. A coana ¢ dividida por um delgado septo Osseo
vertical em coana direita e esquerda. Lateralmente apresenta uma forte saliéncia e
superficie rugosa. Esta tem inicio na altura da base do ectopterigbide e se estende por
dois tergos ao longo de seu comprimento. Rostralmente o pterigdide articula-se com os
palatinos, rostrolateral com os ectopterigdides, caudal com o basisfendide e dorsomedial
com os lateresfenoide e o quadrado. A por¢do caudolateral do pterigdide apresenta uma
projecdo laminar, os processos transversos, ou asas laterais do pterigoide. Rostralmente,
no assoalho da passagem nasal emite os processos palatinos do pterigoide que articula-
se em forte sutura com os palatinos (Figs. 22, 23, 24).
Supraoccipital: O supraoccipital ¢ bem visivel, tanto em vista caudal quanto dorsal.
Nesta vista ocupa uma porc¢do da margem caudomedial do cranio bem curta, no entanto,
mais expandida latero-lateralmente. Suas margens laterais contatam os esquamosais €
sua margem rostral articula com o parietal, onde recebe deste uma projecdo que adentra
a superficie medial.

Em vista caudal, articula-se com o exoccipital ventralmente, onde emite uma
curta projecdo arredondada que adentra na por¢do medial do exoccipital, mas ndo o
suficiente para alcancar o forame magno. Ainda nesta vista, ¢ possivel observar uma
expansao do supraoccipital que forma o processo lateral, este se estende e aproxima do
esquamosal. Bordeia a abertura caudal da fenestra temporal superior.

Uma crista estende-se ventromedialmente até a margem dorsal do supraoccipital,
onde forma uma leve concavidade, lateral a essa crista forma-se uma depressao bilateral
em ambos os lados, realgando as extremidades do processo lateral do supraoccipital

(Figs. 22, 24).
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Figura 22: Vista ventral e dorsal do cranio de Melanosuchus niger adulto, com suturas
demarcadas. Abreviaturas: Coa, coana; Com, condilo; Ecp, ectopterigoide; Es,
esquamosal; FPr, forame pré-maxilar; FP, forame palatino; Fr, frontal; Ju, jugal; La,
lacrimal; Ma, maxila; Na, nasal; Pa, parietal; Pfr, pré-frontal; PIl, palatino; Po, pos-
orbital; Prm, pré-maxila; Pt, pterigoide; Qj, quadradojugal; Qu, quadrado; So,
supraoccipital; Vo, vomer. Escala:50mm.

Exoccipital: Sao ossos pares que se articulam com o seu contralateral na margem
medial. Na vista caudal se assemelha com um par de asas, com destaque para o processo
paraoccipital na extremidade lateral. Este possui um leve enrugamento em sua por¢ao
lateral que provavelmente serve de local de insercdo para musculos.

Os exoccipitais formam as bordas dorsais e parte das bordas laterais do forame

magno e porta as aberturas do forame vagal, forame do hipoglosso e do forame caudal
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da artéria carotida. Além de uma pequena contribuicdo na formacdo do condilo
occipital.

Lateralmente, eles se encaixam numa ampla superficie no ter¢o laterocaudal dos
esquamosais e estendem-se transversalmente. Na regido de articulagdo com o seu
contralateral evita o contato do supraoccipital com o forame magno. Ventralmente
flexionam-se na margem rostral e se articulam com o basisfendide e a por¢ado ventral do

osso quadrado (Fig. 24).

Figura 23: Vista lateroventral do cranio de Melanosuchus niger adulto. Abreviaturas:
Ecp, ectopterigoide; Ju, jugal; Ma, maxila; Pl, palatino; Pt, pterigdide; PPf, pilar pré-
frontal; STO, sulco do trato olfatorio. Escala: 50 mm.

Basioccipital: E visto na superficie caudal do cranio correspondendo ao condilo
occipital e a porcdo ventral a este. Consiste em uma por¢do dorsal que forma parte da
parede ventral do forame magno, e forma a parte posterior da fossa da cavidade
cerebral. Dorsolateralmente o basioccipital articula-se com o exoccipital por meio de
uma sutura discreta, conferindo maior resisténcia, ¢ ventralmente com o basisfenoide.

O condilo occipital possui forma semi-esférica, sendo formado pelo

basioccipital, e na por¢ao dorsolateral, por uma pequena contribui¢do dos exoccipitais.
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Na por¢ao ventral do condilo existe uma estreita tuberosidade que se estende ao longo
da margem ventral e lateral da placa basioccipital que ¢ demarcada lateralmente por
duas cristas que findam préximo a sutura com o basisfenoide (Fig. 24).
Basisfendide: Este osso articula-se com o quadrado, pterigdide e basioccipital. Na
superficie dorsal do basisfenoide a fossa hipofisaria ¢ rasa e contribui para formar o
assoalho da cavidade craniana. Este exibe uma lamina projetada rostralmente, o
processo cultriforme, ou a por¢do rostral do basisfendide, possui forma de cunha,
alargada rostralmente, que se encaixa acima dos processos palatinos do pterigoide,
formando uma espécie de septo dsseo nesta regido (Fig. 24).
Mandibula: Consiste de dois ramos similares, com os angulos mandibulares reduzido,
o que confere a mandibula uma discreta curvatura ventral. A mandibula esta
intimamente unida na sinfise mandibular com o seu contralateral. Cada metade da
mandibula consiste de seis 0sso0s:
Dentario: E um osso que ocupa a por¢io rostral da mandibula. Sua superficie palatal ¢
levemente lisa, exceto nas bordas laterais que apresentam diversos forames pequenos
dispostos longitudinalmente nesse osso. A borda lateral e a margem ventral sdo
bastante porosas, possuindo sua margem dorsal retilinea afilada no sentido rostrocaudal.
O dentario se articula medialmente com o osso esplenial em uma articulagio
obliqua e rostromedial com o seu contralateral. Na margem caudal articula com o
suprangular em sutura dorsolateral e ventrolateralmente com o angular. Margeia ainda a
por¢do rostral da fenestra mandibular externa (Figs. 25, 26).
Corondide: E um osso pequeno, restrito a superficie medial da mandibula. Possui um
formato triangular com projecao expandida direcionada para a margem caudal. Articula-
se com o esplenial rostralmente, com angular ventrocaudalmente e com o suprangular

dorsocaudalmente (Figs. 25, 26).
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Figura 24: Vista caudal do cranio de Melanosuchus niger adulto, com suturas
demarcadas. Abreviatur as: Bo, basioccipital; Bs, basisfenoide; Es, esquamosal; Ex,
exoccipital; FM, forame magno; Pt, pterigdide; Qj, quadradojugal; Qu, quadrado; So,
supraoccipital. Escala: 50 mm.

Esplenial: E um osso aplainado, alongado e pontiagudo rostralmente, com superficie
medial lisa. Caudalmente articula-se com os ossos angular e suprangular ¢ na borda
medial com o coronodide. Seu contato com o dentirio estende-se rostralmente de
maneira retilinea junto a margem medial dos dentes, contribui para a formacdo dos
alvéolos juntamente com o osso dentario (Figs. 25, 26).
Angular: E um osso longo e curvado ventralmente e forma o angulo da mandibula.
Margeia caudoventralmente a borda da fenestra mandibular externa onde se articula
com o 0sso dentario e suprangular na porcao rostral e dorsal, respectivamente.
Rostralmente acunha-se entre o dentario e o esplenial. Sua superficie lateral ¢é
fortemente porosa, exceto na sua por¢ao caudal, onde este 0sso emite uma projecao que
contribui para a formagdo do processo retroarticular. Atras do canal mandibular existe
uma fileira com dois ou trés pequenos forames que se abrem ventralmente no angulo da
mandibula. Medialmente, possui um contorno convexo ¢ forma as margens ventral e
caudal da fenestra mandibular interna (Figs. 25, 26).
Suprangular: E um osso alongado, situado na porgdo dorsolateral da parte caudal da
mandibula, apresenta a por¢do rostromedial lisa com presenca de alguns forames. Na

porcao caudal existe uma crista que delimita uma pequena &area rugosa proxima a
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articulacdo com o osso angular, com o qual articula-se até a extremidade caudal do
processo retroarticular, por meio de uma projecdo em forma de espicula alongada, que
também contata com o osso articular. Margeia a por¢ao dorsal da fenestra mandibular

externa (Figs. 25, 26).

Figura 25: Vista dorsal (A) e ventral (B) da mandibula de Melanosuchus niger adulto.
Abreviaturas: An, angular; Ar, articular; Co, corondide; De, dentério; Ep, esplenial; Sa,
suprangular. Escala: 50 mm.

Articular: E um osso localizado na regidio mais caudal da superficie medial
mandibular. Forma a grande maioria da superficie de articulacdo que recebe o condilo
do osso quadrado e uma crista transversa limita a fossa articular caudalmente. Uma
proeminéncia divide a fossa articular em uma concavidade lateral e medial menor,
correspondendo a convexidade lateral e medial do condilo do osso quadrado. Na
margem dorsolateral o articular contata com o suprangular, com o qual bordeia a fossa
articular lateralmente. Possui um longo processo retroarticular, no qual mostra uma

forte curvatura dorsal em uma borda medial convexa. Existe ainda um pequeno forame
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na superficie dorsal, caudal a fossa articular. Rostrocaudal o osso articular emite outra
projecdo com o qual se articula com o angular medialmente, j4 na sua borda lateral

articula-se com o suprangular (Figs. 25, 26)

Figura 26: Vista lateral (A) e medial (B) da mandibula de Melanosuchus niger adulto.
Abreviaturas: An, angular; Ar, articular; Co, corondide; De, dentario; Ep, esplenial;
FeM, fenestra mandibular externa; Sa, suprangular. Escala: 50 mm.

Desenvolvimento do condrocranio

O condrocranio do M. niger é composto por trés regides: capsula nasal, regido
orbito-temporal e regido dtico-occipital. Cada regido foi descrita em detalhes abaixo.

No estagio nove, o condrocranio apresenta-se longo com presenga apenas de
um par de trabéculas ndo fundidas, o qual ¢ mais em sua por¢do caudal, que finda
proximo a notocorda, na regido orbito-temporal, onde ¢ possivel visualizar o primérdio

da cartilagem acrocordal, que ¢é perfurada pela notocorda e posicionada
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dorsocaudalmente as trabéculas. O par de cartilagens de Meckel ¢ bem evidente na
porcao ventral do condrocranio (Figs. 27A,B).

No estagio 10, a regido orbito-temporal ¢ constituida pelo par de trabéculas, a
trabécula comum, a cartilagem acrocordal, a pila metdtica e a cartilagem quadrada
(Figs. 27A, B, 29A). As trabéculas sdo duas colunas sinuosas mais definidas em sua
porcdo caudal, as quais por sua vez contatam a margem ventrolateral da cartilagem
acrocordal. Esta cartilagem se projeta dorsalmente e, a partir de sua por¢ao média, emite
outra proje¢do rostral, a pila metdtica. Esta limitara as regides orbito-temporal e 6tico-
occipital. A por¢do occipital ou basal representa o primordio do desenvolvimento da
caixa craniana, embora, sem condrificacdes aparentes neste estagio. Em vista lateral,
estd presente o par de cartilagens quadrada, que nesta fase apresenta forma
quadrangular. Dela projeta-se rostralmente a cartilagem pterigoquadrada (Fig. 27A, B).
Neste estagio estd também presente a cartilagem de Meckel na porgao inferior ao cranio
(Fig. 29A)

Com o inicio do desenvolvimento da cépsula nasal, no estagio 11, a por¢ao
rostral do condrocranio agora ¢ continua com a regido 6rbito-temporal. A capsula nasal,
nesse estagio, consiste na por¢ado rostral da trabécula comum que forma o estreito septo
internasal. A morfogénese da cartilagem da capsula nasal ¢ extremamente delgada e
apresenta fraca retencdo de corante azul de alcian. Desta projetam-se bilateralmente um
arco que forma o teto nasal. Ja a cartilagem quadrada ocupa uma grande porc¢ao da area
laterocaudal (Figs. 27C, 29A).

No estadgio 12, a capsula nasal, como as demais estruturas do condrocranio,
apresenta uma extensa area cartilaginea. Medialmente essa cépsula ¢ separada quase
completamente pelo septo internasal, que caudalmente se une ao septo interorbital, ja
formado neste estagio com a reducdo da trabécula comum. A cartilagem parietotectal ¢
visualizada como uma condensa¢do na por¢ao dorsorostral da capsula nasal, embora,
ndo esteja presente na parede lateral da capsula, a qual ainda permanece aberta. Neste
estagio, as conchas nasais estdo presentes na cavidade bem como a cartilagem
paranasal, esta forma a por¢ao caudal da capsula nasal junto com o plano anterorbital

(Fig. 27D, E, F, 29D, E).
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Figura 27: Condrocranio de Melanosuchus niger. (A) vista ventral, estagio 10; (B) vista lateral,
estagio 10; (C) vista ventral, estagio 11; (D) vista dorsal, estagio 12; (E) vista lateral, estagio
12; (F) vista ventral, estagio 12; (G) vista dorsal, estagio 14; (H) vista lateral, estagio 14.
Abreviaturas: Ac, cartilagem acrocordal; AO, arco occipital; CE, comissura esfenoetmoide; CN,
capsula nasal; Cl, columela; CO, capsula otica; CoN, concha nasal; FE, fenestra epiotica; FH,
forame hipoglosso; FM, fenestra metotica; FO, Fenestra optica; FoH, fossa hipofisaria; FON,
fenestra orbitonasal; LTA, Lamina transversa anterior; Me, cartilagem de meckel; No,
notocorda; PA, pila antotica; PB, plano basal; PI, processo infrapolar; PM, pila metotica; Pq,
cartilagem pterigoquadrada; PrA, proatlas; PS, plano supraseptal; Ptc, cartilagem parietotectal;
Qd, cartilagem quadrada; SIn, septo internasal; Slo, septo interorbital; TC, trabécula comum;
Tma, ténia marginal; Tme, ténia medial; TN, teto nasal; Tr, trabécula; TS, teto sindtico; ZA,
zona anular. Diafanizacdo por KOH e coloracdo dos ossos com vermelho de alizarina e
cartilagem com azul de alcian. Escalas: A,Be C2 mm; D, E, F, Ge H 5 mm.
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O plano supraseptal esta bem visivel e projeta-se dorsolateralmente de onde
avanca e d4 origem as ténias marginais, conectada com a pila antotica e, as té€nias
mediais, conectadas com a pila metodtica. Entre as pilas metdtica e antdtica se forma a
fenestra metdtica. Rostralmente o condrocranio possui uma comissura esfenoetimoide,
que corresponde a uma pequena projecdo da cartilagem do plano supraseptal € ndo se
une, neste estagio, a cartilagem parietotectal (Fig. 27D).

Ainda no estagio 21, as trabéculas se resumem a uma pequena por¢do caudal
ao septo interorbital em formato de “U”, delimitando as paredes laterais da fossa
hipofisaria, que ainda ¢ incompleta devido a auséncia da crista selar, na parede caudal.
As trabéculas se projetam caudalmente a fossa hipofisaria dando origem ao processo
infrapolar (Fig. 29E). As fenestras oOptica e epioptica sdo bem delimitadas,
principalmente pelas ténias marginais ¢ mediais (Fig. 27D, F).

Na vista dorsal, a regido otico-occipital se desenvolve até este momento sem
conexdo com as demais regides. A notocorda ndo mais se cora com azul de alcian, mas
ela pode ser visualizada de maneira discreta perfurando a estrutura do condilo occipital
se dirigindo até a fenestra hipofisaria. Existe um pequeno proatlas livre. Apenas a
porcao lateral da placa basal ¢ evidenciada pelo corante, permanecendo a regido
mediana indefinida. Estdo presentes os forames para o nervo hipoglosso. Na porcao
mais caudal, levemente direcionado ventralmente, o arco occipital esta presente, ainda
como duas estruturas individualizadas e laterais ao eixo da coluna vertebral (Fig. 27E).

A capsula otica € continua com a margem lateral do arco occipital, mas na
por¢ao ventral ¢ livre, uma vez que a totalidade da placa basal ndo ¢ distinta nesta fase.
As barras da cartilagem de Meckel estdo fundidas rostralmente, e caudalmente existe
uma proje¢do dorsal que corresponde com o processo retroarticular. Deste, estende-se
dorsalmente a columela, em dire¢do a cavidade timpanica, adjacente a cartilagem
quadrada, que por sua vez, estd bem formada e com sua anatomia definida (Figs. 27E,

28, 29D, E).
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Figura 28: Condrocranio de Melanosuchus niger com detalhe na columela. Fim do
estagio 14. Abreviaturas: Cl, columela; Me, cartilagem de meckel; CRe, cartilagem
retroarticular. Diafaniza¢do por KOH e coloragdo dos ossos com vermelho de alizarina
e azul de alcian. Escala: 10mm.

No estagio 13, € possivel perceber discretas alteragdes no desenvolvimento do
condrocranio, embora, sua anatomia permanece muito similar ao estagio anterior. O
septo interorbital, o plano supraseptal e a placa basal tém expandido para completar as
paredes do cranio. A trabécula e o dorso da sela delimitam um pouco mais a fossa
hipofisaria (Fig. 29F).

Visto o grande avanco no desenvolvimento das regides orbito-temporal e 6tico-
occipital, que culminou com sua forma atual, descrita adiante, nesta fase, a cépsula
nasal representa uma pequena parte da anatomia total do condrocranio. A comissura
esfenoetimoidal contata a cartilagem parietotectal, formando uma estreita comunicagao
entre a capsula nasal e a regido oOrbito-temporal, delimitando ainda a fenestra
orbitonasal. O assoalho da cavidade ¢ formado pela lamina transversa anterior.

Em vista lateral ¢ possivel avaliar, o desenvolvimento do septo interorbital em
dire¢do ao plano supraseptal. Entre estes ainda existe uma pequena regido nao corada, o
que indica que tais estruturas ainda ndo se desenvolveram completamente. Trés grandes
fenestras estdo bem delimitadas nesta vista, a fenestra 6tica, a epidtica e a orbitonasal.
Esta ultima se forma neste estagio devido a unido da comissura esfenoetimoidal com a
cartilagem parietotectal.

No estagio 14, as trés regioes do condrocranio sdo bem desenvolvidas, robustas e com a
estrutura cartilaginea bem defina. O assoalho da regido basal estd agora formado. A
regido Otico-occipital ocupa grande parte do condrocranio e a capsula nasal ¢ estreita,

conferindo caracteristica conica a estrutura (Fig. 27G, H). E possivel identificar também
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a presenca de centros de ossificacdo em alguns ossos dérmicos. Estes foram relatadas

com detalhes no topico padrao de ossificagdao do cranio.

M e

Figura 29: Cortes transversais seriados do condrocranio de Melanosuchus niger. (A)
estagio 11; (B) estagio 12; (C) estagio 12; (D) estagio 13; (E) estagio 14; (F) estagio 16.
Abreviaturas: ACi, artéria carotica interna; An, osso angular; Ar, osso articular; Bs,
osso basisfenpoide; Cb, cérebro; CO, capsula otica; CPQ, cartilagem pterigoquadrada;
De, osso dentério; Ep, esplenial; GT, ganglio trigémeo; Hi, hidide; Hp, hipodfise; Ju,
osso jugal; Li, lingua; Ma, maxila; Me, cartilagem de meckel; MN, membrana nictante;
NMd, nervo mandibular; NMx, nervo maxilar; NOf, nervo oftalmico; PA, pila antética;
PB, placa basal; Po, osso pos-orbital; PS, plano supraseptal; Pt, osso pterigoide; Sa,
osso suprangular; Slo, septo interorbital; TC, trabécula comum; Tr, trabécula; II, nervo
optico; III, nervo oculomotor; IV, nervo troclear. Coloragdo: Hematoxilina e eosina.
Escala: 3mm.
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Neste estagio a capsula nasal parece mais robusta e as estruturas estdo bem
marcadas, representando aproximadamente 1/4 do tamanho total do condrocranio. A
superficie dorsal da cartilagem parietotectal ¢ convexa e se estende lateralmente do
septo internasal, sendo continua com a lamina transversa anterior, ventralmente,
formando a zona anular (Fig. 27G, H).

O septo interorbital parece robusto e completamente formado. O plano
supraseptal ¢ amplo e suas asas delgadas e a margem caudal desta placa alcanca a
capsula otica. Cada pila antética projeta-se caudalmente também, em dire¢do as
capsulas oticas (Figs. 27G, H).

Em vista ventral na regido oOtico-occipital, a placa basal ocupa parte dessa
regido. A fenestra basicranial, embora pouco evidente, ocupa aproximadamente a
por¢ao medial da placa basal, que se apresenta ampla lateralmente e conectada a capsula
oOtica. A capsula otica estd unida ao condrocranio dorsomedialmente pelo teto sindtico,
que corresponde em uma delgada lamina ligeiramente convexa e posicionada
dorsocaudalmente. Apresenta uma pequena escavagdo cOncava na margem rostral e
contata lateralmente o arco occipital. (Fig. 27G, H).

A cartilagem quadrada apresenta, em sua margem caudal, uma incisura em
forma de meia lua que se abre dorsoventralmente para acomodar a columela. A pequena
cartilagem pterigoquadrada se estende a partir da margem rostromedial de cada
cartilagem quadrada (Fig. 27G, H). O processo de formagdo do condrocranio esta

resumido no quadro 5 do apéndice.

Padrao de ossificacdo do cranio e mandibula

Pré-maxila: No fim do estagio 14, observou-se centros de ossificagdo na pré-maxila,
em ambos os antimeros, orientados transversalmente sobre a placa parietotectal acima
da cépsula nasal (Figs. 30, 33, 34A).

Maxila: Caudal a pré-maxila ¢ visivel retengdo de vermelho de alizarina no fim do
estagio 14. Neste estagio a maxila apresenta-se como uma placa triangular pequena e
alongada. No estagio 15 sua extremidade rostral ¢ ampla e a caudal alongada e contata
pouco com o osso jugal. A margem ventral forma a maior por¢do da margem labial
superior. No estagio 22, alguns dentes estdo marcados pelo corante e a maxila contata o

lacrimal e nasal e logo no estagio 24 com a pré-maxila (Figs. 30, 33, 34A, B).
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Jugal: Se ossifica a partir de uma estreita barra trirradiada na porgdo caudal da orbita
também no fim do estdgio 14. No estdgio 15 contata a maxila e no estigio seguinte e o
quadradojugal e pods-orbital. Sua forma triangular ¢ bem evidente no estagio 18 (Figs.
29 D-H, 30, 33, 34D-F).

Pos-orbital: Apresenta centro de ossificagdo no fim do estagio 14, representa uma
pequena placa triangular marcado de vermelho de alizarina, que no estagio 16 contata o
jugal. Seu esboco ¢ bem corado em suas vistas lateral e dorsal (Figs. 29 F, H, 30, 31,
34D).

Frontal: Esta presente como um par de faixas estreitas e pouco coradas na margem
rostral do cranio, delimitando medialmente as orbitas. No estdgio 16, ainda estdo pouco
corados e estendem-se da placa pré-frontal & pds-orbital. No estdgio 23 contatam
caudalmente o parietal. Os centros de ossificagdo ndo se fundem no periodo
embrionario, embora se contatem na linha mediana no estagio 25 (Figs. 30, 31, 34C, D).
Pterigoide: Surge como duas placas alongadas no estagio 15. Ambas as placas dsseas
estendem-se lateralmente ao longo da margem das trabéculas do condrocranio e no
estagio 16 ambas estdo separadas pela abertura da coana secundaria, que se abre
proximo a borda caudal das fenestras palatais. No estagio 26, esta coana ¢ bem
delimitada assim como a expansdo lateral do pterigbide. Esta expansdo sobrepde o
centro de ossificacdo do paraesfendide e dificulta sua visualizagdo (Figs. 29 D-F, 30, 31,
34C-E).

Quadradojugal: Surge como uma estrutura estreita no estagio 15, posicionado rostral a
cartilagem quadrada. No estdgio 16 estd bem corado, e apresenta-se de forma
trirradiada. No estagio 22, contata os ossos jugal e quadrado. O contato com o pos-
orbital s6 ocorre no estagio 23 (Figs. 30, 31, 34F).

Pré-frontal: Observou-se centro de ossificagdo no estagio 15, posicionado na porgao
caudal do plano supraorbital do condrocranio. No estagio 24 apresenta os pilares dos
pré-frontais bem desenvolvidos (Figs. 30, 31, 34B).

Esquamosal: Aparece durante o estagio 15 posicionado caudolateralmente no cranio.
Estd bem ossificado no estidgio 22 e ocupa a por¢ao dorsocaudal da capsula optica,
acima da cartilagem quadrada (Figs. 30, 31, 34E, F).

Ectopterigdide: Esta presente no embrido no estagio 15, embora pouco marcado com
vermelho de alizarina, o que ocorre no estagio 19, quando a ossificacdo avanga e esboca

o seu processo ascendente (Fig. 33).
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Palatino: Apresenta-se pouco corado no estagio 15, surge como uma estrutura estreita,
rostral ao pterigdide. No estdgio 19 ele corresponde a uma pequena placa de forma
subtriangular, conectada com a maxila rostralmente e com o pterigéide caudalmente.
(Figs. 30, 33, 34B, C).

Nasal: Centro de ossificagdo ¢ evidente no estagio 15, surgem como duas placas
independentes sobre a cartilagem parietotectal e se estendem caudalmente sobre o septo
internasal até a porcao rostral do septo interorbital. No estagio 21 sua morfologia esta
bem demarcada com vermelho de alizarina. Contata a maxila, lacrimal e pré-maxila no
estagio 22 (Figs. 30, 31, 34A).

Lacrimal: No estagio 15, apresenta consideravel retengdo de vermelho de alizarina com
forma triangular. Comega a desenvolver um processo pontiagudo que se direciona
caudalmente até a articulag@o entre a maxila e o osso jugal no estagio 16 (Figs. 30, 31,
34B).

Vomer: No estagio 22, aparece corado pela primeira vez como uma placa pequena e
alongada, posicionada ventralmente ao septo interorbital e rostralmente aos o0ssos
palatinos. Sua morfologia ndo sofre grandes alteracdes ao longo do desenvolvimento
pré-natal. Ao fim do periodo de incubacdo ele contata os ossos pré-maxila e maxila
ventralmente (Fig. 34A).

Supraoccipital: Se forma a partir de um pequeno centro de ossificagdo localizado
medialmente aos 0ssos epiodticos, no teto sindtico. Ele se cora pela primeira vez no
estagio 19. No estagio 23 ele se funde aos ossos epioticos e apresenta, no estagio 25,
morfologia similar ao adulto (Figs. 34G).

Basisfendide rostral: Retém o corante vermelho de alizarina, de forma discreta, no
estagio 20 como uma placa estreita posicionada verticalmente.

Parietal: Este osso apresenta fraca retengdo de vermelho de alizarina no estagio 20. E
um dos ultimos elementos a se ossificar. Corresponde a uma estrutura delgada e
disposta lateralmente no teto craniano e caudal ao osso pos-orbital. Estd ainda pouco
corado no estagio 21. Durante o desenvolvimento, cresce por meio de dois centros de
ossificacdo que se fundem durante a ontogenia. No estagio 24 o parietal estd bem
marcado e no estagio 26 os centros de ossificacdo se expandem pelas por¢des caudal e
medial, onde contatam com seu contralateral (Figs. 32, 34E, F).

Palpebral: Se desenvolvem com um centro de ossificagdo para cada placa, que se cora

pela primeira vez no estagio 20. Desenvolve-se rapidamente e localiza-se na palpebra
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superior € nao se articula com qualquer outro elemento 6sseo do cranio (Figs. 31, 34,
34B).

Dentario: Mostra insipiente reten¢do de corante vermelho de alizarina no estagio 15. O
centro de ossificagdo ¢ alongado e segue ventrolateralmente na margem rostral da
cartilagem de Meckel. No estdgio 16 o dentario cobre dois tercos da porgao rostral da
face lateral da cartilagem de Meckel e estende-se caudalmente ao longo da margem
ventral desta. No estagio 22, ele se desenvolve e articula na por¢ao rostromedial com o
seu contralateral (Figs. 29 E, 30, 31, 34A-E).

Suprangular: Centro de ossificagdo aparece pela primeira vez no estagio 15. E amplo e
localiza-se na porcdo caudal da cartilagem de Meckel, junto a 4rea articular da
mandibula. No estagio 18 contata com o dentario e o angular no estagio 19 (Figs. 29 F,
30, 31, 33, 34E-G).

Angular: Forma um centro de ossificagdo longo e bem estreito no estagio 15,
posiciona-se ventromedialmente na por¢do caudal da cartilagem de Meckel. Contata o
0sso dentario no estagio 18 e o suprangular no estagio 19 (Figs. 29 F, H, 30, 31, 34E-
Q).

Corondide: mostra um pequeno centro de ossificagdo no estagio 15, caudal ao dentario.
Ele ¢ bem desenvolvido no embrido com estigio 19 e forma uma pequena placa
levemente triangular na margem caudal do dentario (Figs. 30, 31, 34E).

Esplenial: Apresenta fraca reten¢do de corante no estagio 16. Juntamente com o 0sso
dentario, o esplenial cobre a cartilagem de Meckel e também se estende caudalmente ao
longo desta (FigS. 34B-D).

Quadrado: A ossificagdo do osso quadrado ocorre pela substituicdo da cartilagem
quadrada, inicialmente por uma pequena por¢do corada que contorna a borda da incisura
columelar no estdgio 16. O quadrado retém uma maior quantidade de vermelho de
alizarina no final deste estagio, mas o esboco da cartilagem quadrada permanece
durante a ontogenia. A partir do estdgio 24 o processo de ossificagdo avanga e contata,
na base do cranio, o osso pterigdide, delimitando a margem caudal do forame para o
trigémeo (Figs. 30, 31, 34E, F).

Lateroesfendide: Apresenta insipiente retengdo de corante no estagio 21, na porgdo
rostral da cavidade craniana, no estdgio 24 mostra maior expansdo marcada com

vermelho de alizarina (Fig. 30F, 34E).
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Basisfenoide + parasfenodide: O basisfenoide se evidencia pela primeira vez no estagio
16, como uma placa pouco pronunciada, posicionada no assoalho do cranio, na por¢do
rostral da placa basal, entre os centros de ossificacdo do pterigdide. Ele se desenvolve a
partir de um unico centro de ossificagdo que substitui parte da placa basal e a por¢ao
caudal das trabéculas do condrocranio. No estagio 25 esta bem ossificado e se expande
lateralmente, quando contata o pterigdide. Ainda neste estagio, surge o centro de
ossificacdo que corresponde ao parasfendide. Este se funde ao basisfendide durante a
ontogenia, formando o parabasisfenoide. Esta fusdo dificulta sua identifica¢do, além da
sobreposi¢do durante a expansao do osso pterigoide (Figs. 29 F, 30E, 34E, F).
Basioccipital: Se ossifica no estagio 18, na por¢do caudal da placa basal do
condrocranio. E alongado e posicionado ventralmente, mas se projeta caudalmente
durante desenvolvimento para formar o condilo occipital, que s6 completa sua formagao
apo6s o nascimento (Figs. 32, 33, 34G).
Exoccipital: Surge primeiro no estagio 16, por meio de centros de ossificagdo distintos
e alongados em ambos os antimeros, dispostos na por¢ao caudal do cranio. Estdo bem
corados, mas nao se articulam com nenhum outro elemento antes do estagio 24 (Figs.
32, 33, 34G).
Prootico: esta presente no embrido no fim do estagio 20, a partir de um pequeno centro
de ossificagdo na porcao ventrolateral do cranio, caudal ao osso laterosfenoide. Ele se
ossifica na céapsula optica, junto a margem rostral da cartilagem quadrada e forma a
margem caudal do forame para o nervo trigémeo (Fig. 33).
Epidtico: Esta presente também no estagio 20. Surge como uma pequena placa que se
ossifica na margem lateral do osso supraoccipital, com qual se funde no inicio do
estagio 22.
Opistético: Esta presente pela primeira vez no embrido no estagio 18. Forma-se a partir
de trés centros de ossificagdo bem corado na porcao caudal do cranio. O opistético € os
ossos quadrado e supraoccipital sdo confluentes e se contatam firmemente no estagio 26
(Figs. 30F, 34E, F).
Hidide: comeca sua ossificagdo no estagio 20. A retengdo de vermelho de alizarina
avanga pouco, mas o suficiente para delinear a forma adulta deste osso no estagio 24
(Figs. 29E, 33E).

Articular: O primeiro indicio do osso articular é evidente no embrido no estagio

21, quando forma uma pequena placa pouco corada e posicionada medialmente ao
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suprangular, com qual se contata firmemente no estagio 24 (Figs. 29F, 34G). O

processo de ossificagdo estd resumido no quadro 6 do apéndice.

Figura 30: Processo de ossificagdo de cranio de Melanosuchus niger. (A) vista lateral,
inicio estagio 16; (B) vista lateral, fim estagio 16; (C) vista dorsal, fim estagio 16; (D)
vista lateral, estagiol8; (E) vista ventral, estagio 18; (F) vista dorsolateral, estagio 24;
(G) vista lateral, com detalhes em (E), estdgio 21. Abreviaturas: An, angular; Bs,
basisfenoide; Co, coronoide; De, dentario; Fr, frontal; Es, esquamosal; Hi, hioide; Ju,
jugal; La, lacrimal; Le, lateroesfenoide; Ma, maxilar; Na, nasal; Prf, pré-frontal; Prm
pré-maxilar; Po, pos-orbital; Pt, pterigéide; Qj, quadradojugal; Sa, supra-angular.
Diafanizagdo por KOH e coloragdo dos ossos com vermelho de alizarina e azul de
alcian. Escala: 10mm.
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Figura 31: Processo de ossificagdo do cranio de Melanosuchus niger. (A) estagio 15;
(B) estagio 16; (C) estagio 21; (D) estagio 22; (E) inicio estagio 24; (F) estagio 28.
Vista lateral. Abreviaturas: An, angular; Co, coronoide; De, dentario; Es, esquamosal;
Fr, frontal; Ju, jugal; La, lacrimal; Ma, maxilar; Na, nasal; Po, pds-orbital; Prf, pré-
frontal; Prm pré-maxilar; Pt, pterigoide; Qj, quadradojugal; Qu, quadrado; Sa,
suprangular. Diafanizacao por KOH e coloragao dos ossos com vermelho de alizarina.
Escala. 10mm.
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Figura 32: Processo de ossificagdo de cranio de Melanosuchus niger. (A) estagio 15;
(B) estagio 16; (C) estagio 22; (D) fim estagio 24; (E) estagio 19; (F) estagio 20; (G)
estagio 22; (H) estagio 26; (I) 42 dias pos-eclosdo. Vista dorsal. Abreviaturas: Bo,
basioccipital; Bs, basisfendide; Ex, exoccipital; Fr, frontal; Ju, jugal; La, lacrimal; Ma,
maxilar; Na, nasal; Prf, pré-frontal; Prm pré-maxilar; Pt, pterigoide; Pp, palpebral; So,
supraoccipital. Diafanizacdo por KOH e coloragdo dos ossos com vermelho de alizarina.
Escala: A, B, E, F,Ge H 10mm; C ¢ D 5Smm.
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Figura 33: Cranio de Melanosuchus niger. (A) estagio 15; (B) estagio 16; (C) inicio
estagio 19; (D) fim estdgio 20; (E) inicio estagio 21; (F) inicio estdgio 25; (G) fim
estagio 24 (H) 42 dias pds-eclosdo. Vista ventral. Abreviaturas: An, angular; Bo,
basioccipital; Bs, basisfentide; Ecp, ectopterigdide; Ex, exoccipital; De, dentario Hi,
hiéide; Ju, jugal; Ma, maxilar; Pl, palatino; Prm pré-maxilar; Pt, pterigdide; Pr,
prootico. Diafanizacdo por KOH e coloracdo dos ossos com vermelho de alizarina.

Escala. 10mm.
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Figura 34: Cortes frontais semi-seriados, do cranio de Melanosuchus niger. Estagio 26.
Abreviaturas: An, angular; Bo, basioccipital; Bs, basisfen6ide; CM, canal mandibular;
Co, coronoide; De, dentario; Dt, dente; Ecp, ectopeterigdide; Ep, esplenial; Es,
esquamosal; Ex, exoccipital; FC, fontanela craniana; FM, forame magno; Fr, frontal; Ju,
jugal; La, lacrimal; Le, lateroesfendide: Ma, maxila; Na, nasal; Op, opostotico; Pa,
parietal; Pl, palatino; PN, passagem nasal; Po, pos-orbital; Pp, palpebral; Prf, pré-
frontal; Ps, paresfendide; Pt, pterigoide; Qj, quadradojugal; Qu, quadrado; Sa, supra-
angular; So, supraoccipital; Vo, vomer. Microtomografia e reconstru¢ao 3D. Escala:
10mm
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4.2.2.2 DISCUSSAO

Desenvolvimento do condrocranio

A anatomia do condrocranio de M. niger ¢ similar a descrigdo de Bellairs e
Kamal (1981) para Crocodylus. O cranio cartilagineo dos Crocodylia, geralmente,
apresenta grande semelhanca aos demais répteis (De Beer, 1937; lordasnky, 1973).
Durante seu desenvolvimento, as estruturas formadas podem ser agrupadas em trés
regides como a capsula nasal, a regido orbito-temporal e a regido otico-occipital.

A semelhancga dos Crocodylia Alligator ¢ Crocodylus (Bellairs ¢ Kamal, 1981),
a capsula nasal em M. niger compreende principalmente na cartilagem parietotectal,
lamina transversa anterior € as conchas nasais que se projetam da parede lateral da
capsula. A regido oOrbito-temporal ¢ composta pelo septo interorbital, as trabéculas, o
plano supraseptal, as pilas metoticas e as pilas antoticas. Nesta regido existem quatro
fenestras: Optica, epidptica, orbitonasal e metdtica. A regido otico-occipital corresponde
a porcdo posterior do crdnio, onde as capsulas Opticas sdo as estruturas mais
representativas, assim como a placa basal, o arco occipital e o teto sinotico.

Bellairs ¢ Kamal (1981) relataram que nos estagios iniciais de Crocodylus, o
dorso da sela e a placa basal sdo as primeiras partes do condrocranio a iniciar o processo
de formagdo. Pouco depois, pode ser vista a formacdo das trabéculas como duas
estruturas separadas, cada uma em seu antimero. Em M. niger, visualizamos claramente
que as trabéculas se formam antes da placa basal, assim como a cartilagem quadrada e a
cartilagem de Meckel, que no estadgio 9, no inicio do processo de condrogénese, ¢ bem
pronunciada. As trabéculas nos lagartos Ascalabotes, a semelhan¢a de Lacerta (De
Beer, 1929), M. niger e Sphenodon punctatus (Howes e Swinnerton, 1901), aparecem
também como elementos separados, contudo, estas sdo unidas rostralmente em uma
trabécula comum, ainda no inicio do desenvolvimento destes, exceto em Ascalabotes
onde esse evento ocorre mais tarde durante a ontogenia. Em S.punctatus sao distintos,
além das trabéculas, a cartilagem de Meckel e a placa basal. Em M. niger foi observado
as mesmas estruturas, embora em estagios e sequéncia diferentes. Em ambos, as
trabéculas sdo separadas caudalmente e abrigam a fossa hipofisaria sendo possivel
visualizar a placa basal perfurada pela notocorda (Howes e Swinnerton, 1901).

No grupo das aves, Parker (1869) descreveu pela primeira vez a formagao do

condrocranio em embrides de Gallus que, segundo o autor, se inicia aos quatro dias de
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incubagdo, dados posteriormente revistos por outros autores como Parker e Bettany
(1877) e Sonies (1907), descreveram a primeira condrificagdo do condrocranio aos
cinco dias, com a formagdo da cartilagem acrocordal. Estas caracteristicas foram
também observadas em Anas (De Beer e Barrington, 1934) e parece ser um padrdo para
aves, que aparentemente apresenta exce¢des em Phalacrocorax (Slaby, 1951) onde a
condrificacdo dos arcos viscerais precedem a formacdo da cartilagem acrocordal, e
Struthio (Frank 1954), onde a cartilagem acrocordal se desenvolve depois da placa
basal.

Em Crocodylus, o teto e o assoalho da capsula nasal se desenvolvem e
sustentam a alongada e estreita cartilagem paraseptal, com o teto quase completamente
formado pela cartilagem parietotectal, que ¢ continua ventralmente com o septo
internasal, exatamente como se desenvolve em M. niger. Em ambos, a parede lateral da
capsula nasal ¢ formada pela cartilagem parietotectal em estagios posteriores. A capsula
nasal em Lacerta apresenta a cartilagem parietotectal continua com a porg¢ao dorsal do
septo internasal, formando a porcdo rostral e as paredes da capsula, como nos
Crocodylia supracitados. A cartilagem paranasal forma a por¢do caudal da capsula nasal
junto com o plano anterorbital, como visto nos Crocodylia (Bellairs e Kamal, 1981).

Em M. niger, assim como relatado para Crocodylus (Bellairs ¢ Kamal, 1981), a
trabécula se funde medialmente na regido rostral para formar o septo internasal, e
caudalmente o delgado septo interorbital. Adiante deste as trabéculas divergem na
fenestra hipofisaria e sdo continuas a placa basal. Dorsalmente este septo é continuo
com a cartilagem do plano supraseptal.

O septo internasal em Crocodylus e M. niger estende por meio de um pequeno
processo rostral da lamina transversa anterior sendo a fenestra nasal delimitada
caudalmente pela jungdo com a cartilagem parietotectal e por esta ldmina. Devido ao
tamanho desta fenestra, a zona anular ¢ bastante estreita (Bellairs e Kamal, 1981).
Durante o desenvolvimento da cépsula nasal nos Crocodylia, as conchas nasais se
projetam da parede lateral desta capsula (Shiino, 1914). Dentre os répteis, a presenca da
concha nasal ¢ relatada também em Vipera (Peyer, 1912), Lacerta (De Beer, 1930) ¢
Leptodeira (Brock, 1929), sendo formada pela expansdo da cavidade da capsula nasal.

As aves, no geral, exceto pelo plano supraseptal e a cartilagem paranasal, que
em poucas espécies se desenvolvem como centro cartilagineo independente, todas as

porgdes da cépsula nasal parecem se desenvolver em continuidade com os processos
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condrogénicos oriundos da base do septo internasal (Vorster, 1989). Em M. niger ndo
foi possivel relatar com precisdo a origem e sequéncia do desenvolvimento dessas
estruturas, haja vista a condrifica¢do simultanea de varios elementos que compoe grande
parte da capsula nasal. Depois do desenvolvimento do septo internasal, as aves
apresentam o crescimento acelerado dos demais elementos da capsula nasal, embora a
diferencia¢do e condrificacacdo dessa capsula seja mais lenta que em outras areas do
condrocranio (Vorster, 1989). Além disso, esta estrutura, como nos demais répteis, nao
se ossifica em Crocodylia. Em M. niger, apenas os ossos pré-maxila, maxila, nasal e
vomer se desenvolvem externamente a capsula nasal.

Quanto a comissura esfenoetimoide, em Crocodylus, Bellairs e Kamal (1981)
relataram que esta ¢ incompleta e ndo alcanga a capsula nasal, ao contrario de Alligator
e M. niger, onde esta ¢ continua entre o plano supraseptal e a capsula nasal, delimitando
a fenestra orbitonasal.

As ténias mediais e marginais conectam o plano supraseptal as pilas e metoticas
e antoticas, respectivamente. E delimitam as fenestras Optica, metdtica e epioptica. Esta
¢ uma caracteristica dos Crocodylia (Bellairs ¢ Kamal, 1981). Ainda segundo esses
autores, no lugar do tipico processo basipterigdide, os Crocodylia apresentam um par de
placas cartilagineas que se desenvolvem caudal a base de cada trabécula, e se
posicionam abaixo da placa basal, os processos infrapolares. Em M. niger os processos
infrapolares se desenvolvem de maneira similar a Crocodylus, onde estes sdo extensoes
caudais das trabéculas e delimitam a fossa hipofisaria.

A pila metotica € similar, em estrutura, entre Crocodylia e aves viventes. Trata-
se de uma placa que se desenvolve lateralmente. Foi descrita primeiro em Anas
playtyrhynchus (Sonies, 1907) e posteriormente relatada em outras aves (Miiller, 1961;
Toerien, 1971). Weber (1990) considerou este elemento uma sinapomorfia das aves. Se
desenvolve como um elemento independente (Sonies, 1907; de Beer e Barrington, 1934;
May, 1962; Macke, 1969; Toerien, 1971), em Podiceps cristatus, onde a pila metotica
surge isolada em uma posicao lateral a capsula Optica (Toerien, 1917) ou ventral a esta
(Frank, 1954). Em M. niger assim como em Crocodylus (Bellairs e Kamal, 1981) a pila
metotica representa uma projecdo rostral da cartilagem acrocordal e em ambos se
desenvolve nos primeiros estagios. Ja a pila antotica se ossifica e origina o grande 0sso
lateroesfendide em A. mississippiensis (Rieppel, 1993b), Crocodylus (Bellairs ¢ Kamal,
1981) e M. niger.
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Durante a formagdo do condrocranio em M. niger, a fenestra basicranial nao é
bem evidente, como relatado por Bellairs ¢ Kamal (1981), para Crocodylus. Nessa
mesma regido a notocorda passa através do condilo occipital e desta fenestra,
posicionando-se sobre a placa basal. A fenestra basicranial ¢ delimitada lateralmente
pelo arco occipital que se funde dorsalmente ao teto sindtico, assim como descrito por
Sonies (1907) em Gallus. Segundo De Beer (1937) em Gallus existe a condigdo
combinada entre teto sinodtico e teto posterior. Para M. niger apenas o teto sinotico
estava presente na regido dorsocaudal, ¢ assim como em Gallus, o teto sindtico também
contribui para a formacao do forame magno no cranio ossificado.

Segundo Bellairs ¢ Kamal (1981), a capsula optica de Crocodylus apresenta
divisdes similares a dos demais répteis, em M. niger, ndo foi observado nenhuma
subdivisdo dessa regido, embora compartilhe com os demais Archosauria a conexao

desta a por¢ao caudal do crondrocranio por meio do teto sinotico.

Padréo e sequéncia de ossificacao

Dentre as descri¢des existentes para a sequéncia de formagdo do cranio em
Crocodylia, o inicio do processo de ossificagdo em M. niger se da primeiro que
Alligator mississippiensis (Miiller e Alberch, 1990; Rieppel, 1993b; Klembara, 2005;
Vickaryous e Hall, 2008), Crocodylus niloticus (Iordansky, 1973) e Crocodylus porosus
(Mook, 1921; Kalin, 1933). Nos animais em geral a sequéncia de forma¢ao do esqueleto
reflete a demanda funcional destes. A ossificagdo do cranio, por exemplo, em anuros,
atende as necessidades dos elementos envolvidos com a respiracdo, € em peixes
teledsteos com a alimentacdo, incluindo as espécies que apresentam estratégias
peculiares de alimentagcdo como Danio rerio (Mabee et al., 2000), seguidos por aqueles
associados a suporte e depois protecdo (Weisel, 1967; Gaudin, 1978; Adriaens e
Verraes, 1998). Padrdo similar foi averiguado em M. niger, que inicia sua ossifica¢do
pela maioria dos ossos envolvidos na captura e mastigacdo do alimento, como os
elementos da mandibula, maxila, pré-maxila, palatino, nasal e jugal.

A ossificagdo dos elementos da mandibula ocorre mais cedo em grupos de
animais que possuem dentes e mais tardiamente em tetrapodes edentados, e pode
exemplificar uma cascata de desenvolvimento compartilhada que controla o inicio da
formagao do cranio (Schoch, 2006). Ainda segundo este autor, tal caracteristica foi

apresentada durante o processo evolutivo dos vertebrados, possivelmente em resposta a
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pressao do desenvolvimento do cranio. Segundo Schlosser e Wagner (2004) estes 0ssos
formam modulos que talvez representem unidades funcionais, como por exemplo, os
ossos dérmicos da mandibula, os palatais, orbita, assoalho e caixa craniana. Em M.
niger, podemos observar que existe uma tendéncia que envolve tais grupos, haja vista
que os 0ssos que os compdem se ossificam simultaneos ou em estagios préximos, como
0s 0ssos da por¢do rostral do cranio.

Os ossos palatino, vomer, pterigoide, pré-maxila e maxila formam a estrutura
Ossea do palato secundario. Sua importancia funcional ¢ refletida na ossificacdo de seu
aparato 6sseo, que ocorre em estagios iniciais. A formagdo do pterigoide ocorre cedo
também em A. mississippiensis (Miiller e Alberch, 1990; Rieppel, 1993b; Vickaryous e
Hall, 2008), Crocodylus cataphractus (Miiller, 1967) e Lacerta agilis exigua (Rieppel,
1994b). Com excegao do pterigdide, Rieppel (1993b) ndo relatou em A. mississippiensis
outro elemento palatal antes do estagio 21. Essa estrutura tem grande importancia nesse
grupo, devido ao seu habitat, pois atua na separagdo das cavidades respiratdria e oral.
Isso permite que eles comam e respirem ao mesmo tempo.

A ossificagdo do pterigoide parece ser um padrao também para os Crocodylia A.
mississippiensis (Rieppel, 1993b), C. cataphractus (Miiller, 1967), C. yacare (Lima et
al., 2011b) e M. niger, para os Testudines C. serpentina (Sheil e Grenbaum, 2005), A.
spinifera (Sheil, 2003) e para os Lepidosauria Lacerta vivipara e Lacerta agilis exigua
(Rieppel 1992, 1994b). Sua formacao inicial pode dizer muito a respeito da importancia
deste elemento entre os répteis basais (Rieppel, 1993a), bem como o seu papel no ponto
de fixacdo para grandes musculos adutores da maxila. Embora a relacdo seja menos
clara, a rara formagao inicial do corondide em A. mississippiensis (Rieppel, 1993b) pode
também se relacionar com o sistema musculotendinoso, haja vista que este ¢ um ponto
de insercao para o tendao mandibular do musculo adutor (Iordansky, 1973).

Em Crocodylus palustris centros de ossificagdo aparecem simultaneamente,
nos frontais, parietais, pds-orbitais, esquamosais, pré-fontais, nasais, maxilas, pré-
maxilas, palatinos, ectopterigoides, pterigbides, quadradojugais, jugais e vOmer
(Bellairs e Kamal, 1981). Esta sequéncia apresenta algumas variagdes em relagdo aos
demais Crocodylia relatados, dentre elas a ossificagdo do frontal, nasal, vomer, parietal
e ectopterigoide nos estagios iniciais. Particularmente em A. mississippiensis (Rieppel,
1993b), em C. yacare (Lima et al., 2011b) e em M. niger, o parietal se ossifica em

estagios mais avangados, porém a maioria dos elementos do cranio apresenta centros de
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ossificagdo entre os estdgios 14 ¢ 16, muitos deles simultaneamente. E interessante
ressaltar que o parietal se desenvolve com dois centros de ossificagdo, localizados em
ambos os antimeros. Uma fontanela mantém estes elementos separados durante todo o
periodo pré-natal. Somente apds eclosdo estes elementos se fundem. A presenga de um
parietal completamente fundido ¢ uma sinapomorfia utilizada em analises de filogenia
de Crocodylomorpha.

Entre os répteis Elaphe obsoleta (Haluska e Alberch, 1983), Lacerta vivipara
(Rieppel, 1992), Naja kaouthia (Jackson, 2002), Chelydra serpentina (Sheil, 2003;
Rieppel 1993c¢), Apalone spinifera (Sheil e Greenbaum, 2005), incluindo Gallus gallus
(Jollie, 1957; Murray, 1963; Hamilton, 1965), os ossos dérmicos iniciam sua ossificacdo
antes dos endocondrais, padrao também observado em M. niger. Similar aos tétrapodas
basais, os ossos do dermatocranio dos Crocodylia se caracterizam pela extensa
ornamentacao, oriunda de diversas cristas e fossetas na superficie destes 0ssos.

De acordo com Bellairs ¢ Kamal (1981), assim como ocorre em M. niger e A.
mississippiensis (Klembara, 1991), o basisfendide se ossifica na por¢do anterior da
placa basal, que se projeta rostralmente entre os lateroesfendides. Abaixo da fossa
hipofisaria uma placa surge em contato com cada pterigoide, o paraesfendide, que se
funde dorsalmente com o basisfendide e forma o parabasisfendide. Em Crocodylus
porosus o paraesfendide se ossifica por meio de trés centros de ossificagdao (Bellairs e
Kamal, 1981) e apenas um em M. niger. A fuso do basisfendide com o paraesfendide é
uma caracteristica dos Crocodylia (Iordasnky, 1973). Miiller (1967) relatou que estas
placas sdo ossificagdes da por¢do infrapolar e ndo elementos dérmicos, assim como
observado para M.niger, onde essas placas se desenvolveram por meio de ossifica¢ao
endocondral.

Segundo Andrade et al. (2006), a semelhanga de M. niger, o desenvolvimento do
palato secundario nos Crocodylia viventes segue paralelo a evolugao desta estrutura nas
formas basais como em  Geosaurus (Crocodyliforme) e  Notosuchus
(Mesoeucrocodylia), os quais possuem coanas totalmente encerradas nos pterigoides
fusionados, esta ¢ uma das caracteristicas presente no cranio que define o clado
Mesoeucrocodylia. Em observagdes durante o desenvolvimento de M. niger, notou-se
que a coana apresentou gradual migracdo no pterigdide, até atingir sua porcao caudal,

onde se mantém totalmente limitada por esse osso durante a vida adulta. Informagdes
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semelhantes ja haviam sido relatadas por Kilin (1933), Langston (1973), Ferguson
(1985) e Monteiro e Soares (1997).

De acordo com Andrade et al. (2006) a morfologia do palato e narinas internas,
dentre os Crocodylomorpha, ¢ importante para defini¢cdo das caracteristicas evolutivas,
sendo sua classificacdo atual baseada em diversos estudos acerca das caracteristicas
gerais e do desenvolvimento destas estruturas (Romer, 1956; lordansky, 1973; Benton e
Clark, 1988; Carroll, 1988; Brochu, 2003; Pough et al., 2003; Hutchinson, 2006). Na
maxila de Alligator ¢ Osteolaemus existe um pequeno processo pré-nasal ascendente
que se encontra com a extensdo anterior dos 0ssos nasais € separa a abertura nasal
(Bellairs e Kamal, 1981). Em M. niger nao foi averiguada tal caracteristica, visto que
sua abertura nasal ¢ Unica, e ndo septada como nas espécies onde este processo foi
relatado.

Segundo Iordansky (1973), o crescimento dos Crocodylia ¢ continuo ao longo
de toda vida. Tal observacao poderia explicar a tendéncia de alongamento dos ossos do
focinho de M. niger, que é mais pronunciada pos-eclosdo. Para Monterio e Soares
(1997), os processos morfogénicos que envolvem o alongamento do cranio sdo,
provavelmente uma caracteristica plesiomorfica. lordansky (1973) relata ainda que
algumas variagdes no cranio de C. paulistris, C. porosus e C. niloticus, principalmente
na porg¢ao rostral, ocorrem devido a funcionalidades relacionadas a alimentagdo e a a¢ao
de musculos mandibulares, além da presenca de dimorfismo sexual, mas estes ainda nao
detalhados. Serdo necessarios dados que fornegam subsidios sobre o processo de
formacao dos musculos mandibulares, bem como suas relacdes funcionais com o
arcabougo dsseo da regido rostral do cranio para confirmar em plenitude esta hipdtese.

Grande parte dos elementos 6sseos da por¢ao caudal do cranio se desenvolvem
a partir da substituicdo de elementos cartilagineos do condrocranio, padrdo apresentado
pelos demais vertebrados. Estes se ossificam relativamente mais tarde que os demais
elementos do dermatocranio. Em A. mississippiensis o basioccipital ¢ o primeiro a se
ossificar, seguido pelo basisfendide, exoccipital, opstotico e pela por¢do dorsal do
epiotico, que se funde durante com o parietal (Rieppel, 1993b). Em M. niger o centro de
ossificacdo do basisfenoide ¢ evidente no estagio 15, portanto, antes do basioccipital e
exoccipital, no estdgio 16, enquanto somente no estdgio 21 o supraoccipital ¢ relatado.
Na morfologia adulta de ambos, os o0ssos epidtico e prodtico sdo indiferencidveis

estando fundidos respectivamente com o parietal e lateresfen6ide, embora estes ultimos
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se ossifiquem de forma independente. Segundo lordansky (1973), o osso opstotico esta
fundido com o exoccipital, talvez por este motivo seja de dificil identificagdo durante a
ontogenia. Mas em M. niger este se forma apartir de trés centros de ossificacdo. Juntos,
o esquamosal e opstdtico formam o recesso para a cavidade timpanica e também a
cavidade externa do meato, que em vida ¢ fechada por uma membrana timpanica
aderida na margem do osso esquamosal.

A existéncia de placas dsseas posicionadas nas palpebras, denominadas como
0ssos palpebrais ou supra-orbitais (Bellairs ¢ Kamal, 1981), ndo foram tratados como
um elemento do cranio propriamente dito em M. niger, uma vez que este nao ¢ uma
ossificacdo da derme acima dos olhos, em concordancia com Romer (1956) e
Vickaryous e Hall (2008), consideramos este elemento como um osteodermo
profundamente inserido, assim como ocorre em muitos Squamata. A presenga desses
0ssos palpebrais ¢ bastante distribuida entre o Crocodylomorpha, podendo haver uma
ou duas pegas. Em M. niger e demais formas viventes este 0sso apresenta-se como uma
pequena placa na margem dorsal rostral das orbitas. Nas formas viventes e em algumas
formas fosseis, como Mariliasuchus amarali (Carvalho e Bertini, 1999) e Sebecus
icaeorhinus (Colbert, 1946), este elemento ¢ frouxamente aderido ao cranio. Em outras
formas, entretanto, esta cobertura supra-orbital pode desenvolver-se de modo a formar
uma solida placa firmemente aderida aos ossos cranianos circundantes, tal como ocorre

em Stratiotosuchus e em Lomasuchus palpebrosus (Gasparini et al. 1991).
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4.2.3 ESQUELETO AXIAL POS-CRANIAL
4.2.3.1 Resultados

Descricdo anatdmica do esqueleto adulto

Costelas cervicais

Em M. niger ha oito pares de costelas cervicais distintas entre si e cada par se
articula com uma vértebra cervical. O primeiro e segundo pares, que se articulam com o
atlas e axis, respectivamente, sdo facilmente distinguiveis das demais costelas cervicais
(Fig. 35).

As costelas do atlas possuem apenas uma superficie de contato, na extremidade
cranial. Essa superficie encaixa-se na face caudal do intercentro do atlas. Sdo costelas
em forma de lamina de espada, longas cranio-caudalmente, estreitas latero-medialmente
e achatadas dorsoventralmente. A costela do axis também possui forma de ldmina de
espada, sendo semelhante na forma a costela do atlas, com excecdo da area capitular
(Fig. 35).

As costelas possuem geralmente duas areas de contato com as vértebras: uma
mais dorsal, chamada tubérculo, e outra mais ventral, chamada capitulo, estas duas areas
sdo separadas pela incisura capitulo-tubercular. As costelas do &xis possuem estruturas
intermedidrias entre o par de costelas do atlas e as demais cervicais pds-axiais. Possui
uma 4rea tubercular, mais curta, e outra capitular que mantém articulacio com a
vértebra. Nas demais costelas tanto o capitulo quanto o tubérculo articulam-se com suas

respectivas vértebras.

Figura 35: Costelas cervicais de Melanosuchus niger, desarticulas em vista ventral.
Abreviaturas: Cap, capitulo; CC1-8, costelas cervicais 1-8; Cor, corpo da costela; Inc,
incisura capitulo-tubercular; PCr, processo cranial; Tub, tubérculo. Escala: 5 mm.
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Os pares de costelas cervicais III a VIII sao muito semelhantes entre si, diferindo
apenas em alguns aspectos. Cada costela consiste de um eixo que estende
horizontalmente, paralelo a coluna vertebral por meio de uma projecdo cranial, o
processo cranial costal € uma proje¢do caudal, o corpo com face medial concava (Figs.
36C, D). Nestas costelas, o tubérculo ¢ ligeiramente mais longo que o capitulo. O
tubérculo ¢ orientado dorsalmente e o capitulo direcionado medialmente, de modo que
cada costela se articula com sua vértebra correspondente, e forma um canal por onde
passam vasos sanguineos paralelo a coluna vertebral (Fig. 36). Além disso, o corpo da
costela sobrepde a proje¢ao cranial da costela seguinte (Fig. 36C).

O corpo da oitava costela alonga-se ventrolateralmente, enquanto o processo

cranial costal apresenta-se mais curto em relacdo as demais costelas (Fig. 35).

|

Cor PCr Cor

Figura 36: Costelas cervicais de Melanosuchus niger. Vista caudal (A) e lateral (B) da
sexta costela articulada com sua respectiva vértebra. Vista ventral (C) e lateral (D) da
quarta e quinta costelas articuladas com suas respectivas vértebras. Abreviaturas: Cap,
capitulo; CC5-4, costelas cervicais 5-4; Cor, corpo da costela; PCr, processo cranial
costal; Tub, tubérculo. Escala: 10 mm.
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Costelas dorsais

No M. niger ha 13 pares de costelas dorsais, a primeira e as trés tltimas possuem
extremidades completamente livres (Fig. 38B), enquanto as outras se conectam
diretamente ao esterno (Figs. 37, 38). Durante a preparagdo do esqueleto os dois ultimos
pares foram perdidos, sendo portanto, visiveis apenas na figura 50G.

As costelas dorsais sdo longas, robustas e arqueadas. Esta curvatura aumenta
gradativamente ao longo da coluna vertebral no sentido craniocaudal. Estas estruturas
nada mais sdo do que o corpo da costela, enquanto o processo cranial costal diminui
drasticamente e desaparece a partir da sexta costela dorsal (Fig. 38B). A extremidade
articular voltada para a vértebra possui distinta area tubercular e capitular e as
superficies laterais de todas as costelas dorsais sdo lisas e achatadas (Figs. 37, 38).

O capitulo e tubérculo dos trés primeiros pares de costelas dorsais possuem area
capitular e tubercular para articulacdo com a vértebra, semelhante as costelas cervicais
pos-axiais (Fig. 37B). Nas demais costelas, com a expansao gradual das parapodfises, ao
longo das vértebras dorsais, o capitulo das costelas, se posiciona cada vez mais dorsal.
O tubérculo regride e a incisura capitulo-tubercular deixa de existir. Os ultimos trés
pares de costelas dorsais possuem apenas uma pequena superficie articular, com area
capitular extremamente reduzida (Fig. 37).

Nas extremidades distais das costelas dorsais estd presente o processo uncinado.
Sao elementos cartilagineos pouco ossificados, planos e longos, que conectam entre si
por meio de cartilagem com formato de “’L’’. Se estendem até o esterno com quem
fazem forte conex¢ao. Esta estrutura confere grande flexibilidade durante a respiracao.
Na costela dorsal 1, o processo uncinado ¢ reduzido a uma mintscula barra estreita,
pouco ossificada, que ndo se conecta com o esterno. Nas ultimas trés costelas este

processo ¢ ausente (Fig. 38).

Esterno
O esterno se resume a uma interclavicula completamente ossificada na porgao
ventral e mediana e uma cartilagem esternal e abdominal pouco ossificada, nas quais as

costelas dorsais estdo conectadas por meio do processo uncinado (Fig. 38).
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Figura 37: Costelas e vértebras dorsais de Melanosuchus niger. Vista dorsal (A) e vista
ventral (B). Abreviaturas: Cap, capitulo; CD1, costela dorsal 1; CD4, costela dorsal 4;
CoV, corpo vertebral; PoZ, pos-zigapofise; PrC, processo cranial; PTr, processo
transverso; PrV, processo ventral; Tub, tubérculo; PUn, processo uncinado. Escala: 50
mm.
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Figura 38: Costelas, processo uncinado ¢ esterno de Melanosuchus niger. Vista lateral
(A) e vista ventral (B). Abreviaturas: CDI, costela dorsal 1; CD4, costela dorsal 4;
CD11, costela dorsal 11; Est, esterno; Itc, interclavicula; PrC, processo cranial; PUn,
processo uncinado. Escala: 50 mm.

Gastralia
E formada por um conjunto de ossos finos localizados entre o pubis e a regido
caudal do esterno. Organizam-se em sete fileiras de ossos em forma de ’V’’ com o

apice direcionado cranialmente. Cada estrutura ¢ formada por quatro ossos. No entanto,
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apresentam um padrdo alongado e bastante afilado. Estas estruturas ndo se articulam

com nenhum outro elemento 6sseo (Fig.39).

Figura 39: Gastralia de Melanosuchus niger em vista ventral. Escala: 20 mm.

Coluna vertebral

A coluna vertebral possui cerca de 63 vértebras ligadas umas as outras por meio
de articulacdes. Pode ser dividida em quatro regides: cervical, dorsal, lombar, sacral e

caudal.

Vértebras cervicais

Esse segmento constitui-se de oito vértebras, sendo as vértebras III-VIII de
forma similar. O atlas e axis sdo as primeiras vértebras deste segmento da coluna
vertebral (Figs. 40, 41). Sao modificadas morfologicamente, o que permite articulacao
da coluna com o cranio e a passagem de vasos e nervos. O proatlas, juntamente com o
processo odontdide do &xis, sustentam a articulagdo com o condilo occipital.
Atlas: Sua forma diferenciada pode ser demonstrada nos elementos que o constitui, na
auséncia de um processo espinhoso e de um corpo vertebral distinto. O atlas ¢ composto
por quatro elementos interligados entre si, sdo eles: proatlas, um par de arco neural e o

intercentro (Fig. 40).
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O intercentro localiza-se na por¢ao ventral. Sua regido cranial ¢ concava e forma
uma superficie de articulagdo com o condilo occipital. Lateralmente possui um pequeno
contato com o par de arcos neurais. Na face dorsocaudal articula-se amplamente com o
axis. O proatlas forma um arco convexo a semelhanga de um ’V’’ invertido. Articula-
se com a por¢cdo do exoccipital que forma a borda dorsal do forame magno.

Ventralmente contata-se com o processo articular cranial dos arcos neurais (Fi. 40).

Figura 40: Atlas articulado com o axis de Melanosuchus niger. Vista lateral (A), vista
cranial (B), vista dorsal (C) e vista ventral (D). Abreviaturas: PrA, proatlas; ArN, arco
neural; InC, intercentro; PrO, processo odontoide; Ax, axis. Escala: 20mm.
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O par de arco neural ¢ bem visivel lateralmente e possui formato irregular. A porgao
ventral, mais robusta, articula-se com o processo odontdide do éxis e a extremidade
dorsal, laminar, contata com o processo articular cranial do 4xis. Dorsalmente os arcos
neurais ndo se articulam com o seu contralateral. Dorso-caudalmente os arcos neurais
curvam-se medialmente e formam duas pds-zigapofises para articulagdo com a pré-
zigapofise do éaxis (Fig. 40).

Axis: Trata-se de uma vértebra caracteristica, exceto pela particularidade da existéncia
de um processo odontoide (Figs. 40A, B, 41). Contata com a borda ventral de cada um
dos arcos neurais € com a face dorsal do intercentro. Caudalmente possui uma pequena
fovea para articulagdo com o capitulo da segunda costela cervical. O processo
espinhoso, que parte do arco neural, mostra-se curto e alongado craniocaudalmente.
Projeta-se além da pods-zigapofise do axis caudalmente e além do limite dos arcos
neurais cranialmente. A superficie pré-zigapofise do axis, onde ha a articulagdo com o
atlas, possui formato muito peculiar. A pos-zigapdfise apresenta-se bem definida, como
nas demais vértebras, onde sua face articular ¢ voltada ventralmente de encontro com a
superficie articular pré-zigapofise da terceira vértebra cervical.

O arco neural apresenta-se levemente alongado, tanto vertical como
horizontalmente e contribui com a formag¢do das paredes latero-dorsal do canal
vertebral. Ventralmente, por meio da sutura neurocentral, articula-se com o corpo
vertebral e cranialmente com o processo odontdide (Fig.41A). A faceta de articulagdo
do capitulo da segunda costela cervical articula-se em parte com o processo odontodide e
com a superficie cranial do corpo vertebral do axis (Fig. 41).

Veértebras cervicais C3 a C8: Nas vértebras cervicais C3 a C8, apesar da semelhanca
em seu aspecto geral, algumas diferencas ocorrem (Fig. 42). Ao longo da série, elas sdo
caracterizadas pela largura e altura do processo espinhoso. Nas vértebras C3 a C5, este
processo ¢ mais largo que as demais. Particularmente, o processo espinhoso da C3 ¢
mais curto dorsoventralmente e mais largo craniocaudalmente do que a de qualquer
outra vértebra cervical. O processo espinhoso da C8 ¢ mais alto, o que a torna, também,

distinta das demais (Fig. 42).
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Figura 41: Axis de Melanosuchus niger. Vista lateral (A), vista caudal (B), vista cranial
(C), vista dorsal (D) e vista ventral (E). Abreviaturas: Con, condilo vertebral; PrE,
processo espinhoso; PrO, processo odontdide; PoZ, pos-zigapofise; PrZ, pré-zigapofise;
SN, sutura neurocentral. Escala: 20mm.

Os processos articulares craniais, pré-zigapofise, estdo bem definidos e dirigem-
se cranialmente, com sua face articular voltada dorsalmente de encontro com a
superficie articular caudal. A poés-zigapofise, cuja superficie articular estd voltada
ventralmente e orientado caudalmente, proporcionando um encaixe perfeito entre as
vértebras (Fig. 42). No arco neural, junto a sutura neurocentral, existe uma pequena
protuberancia, cuja superficie é chamada de diapofise. E onde se encaixa a porgio
tubercular da costela cervical. Mais ventralmente, no corpo vertebral, localiza-se outra
protuberéncia, cuja superficie ¢ chamada de parapéfise. E o local de encaixe da porgao
capitular da costela. Essas superficies de articulagdo se alargam gradativamente no
sentido craniocaudal. Ventralmente, o corpo vertebral possui uma protuberancia em
forma de quilha situada no plano sagital, o processo ventral. Este processo ¢ curto nas

vértebras C2 a C5, mas torna-se robusto nas vértebras C6 a C8 (Fig. 42).
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Figura 42: Vértebras cervicais de Melanosuchus niger, em vista, da esquerda para
direita lateral, caudal, cranial, dorsal e ventral. Vértebra cervical III (A), Vértebra
cervical IV (B), Vértebra cervical V (C), Vértebra cervical VI (D), Vértebra cervical
VII (E) e Vértebra cervical VIII. Abreviaturas: ArV, arco vertebral; PoZ, pos-
zigapofise; PrZ, pré-zigapofise; PrE, processo espinhoso; CoV, corpo vertebral; Par,
parapofise, Dia, diapdfise; Cav, canal vertebral; PrV, processo ventral. Escala: 20 mm.
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Vértebras dorsais

Esse segmento da coluna é composto por 13 vértebras articuladas com as
costelas dorsais (Figs. 37, 43).

A primeira vértebra dorsal ¢ muito semelhante a ultima cervical. O processo
espinhoso equivale a mais da metade da altura dorso-ventral da vértebra. Esta ¢ mais
estreita craniocaudalmente que as demais vértebras dorsais. As diapdfises sdo mais
robustas e longas que nas vértebras cervicais e forma um angulo de 90° com o arco
neural. As parapdfises também s3o bem reduzidas, assim como na oitava vértebra
cervical, e o processo espinho mais inclinado caudalmente (Fig, 37, 38A).

As vértebras dorsais D2 e D3 sdo também muito parecidas com a primeira
vértebra dorsal; difere apenas em proporcao, onde o processo espinho e processo ventral
sdo mais largos. O processo ventral apresenta angulacio de 90°. E valido ainda ressaltar
que este processo regrediu na quarta vértebra dorsal e nas demais desaparece
completamente (Figs. 37, 38A). A partir da quinta vértebra dorsal, o corpo vertebral
apresenta-se com uma estrutura semelhante a um carretel e ndo mais se observa o
processo ventral. Estas caracteristicas sdo importantes na identificagdo dessas vértebras
(Figs. 37B, 38A). A diapofise ¢ mais longa e a parapofise ainda existe, porém bastante
reduzida (Fig. 37).

Os processos espinhosos sdo mais largos craniocaudalmente, ao longo deste
segmento da coluna (Figs. 38A, 43A). As superficies de articulacdo das pré e pos-
zigapofises nas vértebras dorsais obedecem a um plano praticamente horizontal (Fig.
37).

A diapofise e parapofise migraram gradualmente para uma posi¢do mais dorsal
no decorrer da coluna vertebral. A diapofise, localizada mais dorsalmente nas vértebras
cervicais migrou até ficar aproximadamente na mesma linha dorso-ventral das
zigapofises. Ja a parapofise sai da posicdo média do centro vertebral e migra até ficar
posicionado imediatamente cranial a diapofise. Ambas, diapdfise e parapdfise formaram
os processos transversos das vértebras dorsais na maior parte da extensdo da coluna

dorsal (Fig. 37).
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Figura 43: Vértebras lombares e sacrais de Melanosuchus niger em vista lateral (A),
vista dorsal (B) e vista ventral (C). Abreviaturas: PrE, processo espinhoso; PoZ, pds-
zigapofise; PrZ, pré-zigapofise; PrT, processo transverso, Cov, corpo vertebral; L1-5,
vértebras lombares 1-5; S1-2, vértebra sacral 1-2; D12-D13, vértebra dorsais D12-D13.

Escala: 40 mm.
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Vértebras lombares

As trés vértebras lombares assemelham-se com as ultimas vértebras dorsais,
exceto que neste segmento da coluna ndo se observa mais facetas articulares para as
costelas. Seus processos transversos tornam-se mais estreitos e diminui o comprimento
gradualmente (Fig. 43).

A borda caudo-lateral do corpo vertebral da ultima vértebra lombar possui uma
pequena superficie de articulagdo para borda cranio-medial da primeira costela sacral. O
corpo vertebral ¢ consideravel, também apresenta-se comprimido na regido mediana,
dando a estrutura um formato de carretel, mas o seu comprimento diminui gradualmente

(Fig. 43).

Vértebras sacrais

Essa regido ¢ formada por apenas duas vértebras. O corpo vertebral apresenta-se
ainda mais comprimido do que as vértebras dorsais, com a superficie ventral
aproximadamente plana. O arco neural e o corpo vertebral situam-se medialmente ao
ilio. O processo espinhoso e as zigapofises sdo como na regido lombar (Figs. 43B, C).

Possuem costelas sacrais muito robustas e fundidas com suas respectivas
vértebras. A costela sacral possui formato de piramide truncada, com extremidades
triangulares orientadas latero-dorsalmente, fortemente suturada a por¢do cranial e

caudal da asa do ilio (Figs. 43B, C).

Veértebras caudais

A primeira vértebra caudal ¢ biconvexa, apenas esta ¢ anficélica, as demais sdo
procélicas (Fig. 44). Além desta peculiaridade, as vértebras caudais sdo também
caracterizadas pela presenga de processos hemais. Estes elementos estdo posicionados
ventralmente, e articulam-se com a extremidade caudal da primeira vértebra e com a
extremidade cranial da segunda vértebra. Os processos hemais, ao longo da cauda do
animal, diminuem de comprimento gradativamente a medida que se aproxima da

extremidade distal da cauda (Fig. 45).
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Figura 44: Primeira vértebra caudal de Melanosuchus niger.Vista lateral (A), vista
cranial (B), vista caudal (C), vista dorsal (D), vista ventral (E). Abreviaturas: CCal,
costela caudal 1; CoBi, condilo biconvexo; PoZ, pos-zigapofise; PrZ, pré-zigapofise;
PrE, processo espinhoso. Escala: 20mm.

As seis primeiras costelas caudais sdo amplas e fortemente unidas nas suas
respectivas vértebras. Caudalmente a esse ponto, eles se tornam menores em
comprimento lateral. A partir da décima nona vértebra caudal as costelas tornam-se
completamente ausentes (Figs. 45B, C). Na altura da articulagdo neurocentral, ¢é
possivel observar os sinais das suturas entre a costela e vértebra caudal, enquanto as
demais sofrem sinostose completa.

As zigapoéfises das primeiras cinco vértebras caudais sdo longas e estreitas. Elas
diminuem gradualmente de comprimento ao longo da cauda, especialmente as pos-
zigapofises. Devido a essa alteracdo, a partir da décima oitava vértebra caudal, as pos-
zigapofises situam-se entre as pré-zigapofises e ndo acima destas (Fig. 45).

Os processos espinhosos mais craniais, sdo largos e altos até a nona vértebra
caudal. A partir desta, eles se tornam bastante estreitos, porém, ainda se mantém altos.
A partir da vigésima oitava vértebra, esse elemento comeca a regredir seu comprimento
e torna-se diminuto nas ultimas vértebras caudais (Fig. 45A). O corpo vertebral,

naturalmente, torna-se comprimido lateralmente ao longo da cauda do animal (Fig. 45).
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Figura 45: Vértebras caudais de Melanosuchus niger.Vista lateral (A), vista dorsal (B)
e vista ventral (C). Abreviaturas: CCa, costela caudal; PrE, processo espinhoso; PrH,
processo hemal; SU, sutura neurocentral. Escala: 40mm.
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Padréao de formagéo condrogénica

Durante o estagio 7, centros de formagdo cartilaginea aparecem em algumas
vértebras. A principio fica dificil definir quais vértebras iniciaram seu desenvolvimento,
mas ¢ possivel observar que a progressao dessa condensagdo segue no sentido cranio-
caudal. Esta condensacao se da, primeiramente, nos arcos vertebrais e ¢ visivelmente
mais forte nas regides cervicais e dorsal, seguindo pelas regides lombar, sacral e, por
ultimo, a regido caudal. Estes elementos da coluna surgem como estruturas pareadas que
crescem em dire¢do a linha mediana dorsal (Figs. 46A,B,C). Nos estagios subseqiientes
a formagdo cartilaginea aumenta gradativamente, porém até o inicio do estagio 11 os
arcos vertebrais ainda permanecem sem fusdo na sua extremidade dorsal.

No estagio 12, os elementos pareados dos arcos vertebrais das regides cervical,
dorsal e lombar da coluna, apresentam-se fusionados acima da medula espinhal para
formar o arco da vértebra. Logo em seguida, os processos espinhoso e transverso
desenvolvem-se a partir de extensdes do arco vertebral (Figs. 47A,B,C e 53). A
condrogénese se espalha até que uma coluna cartilaginea se forme e se diferencie nestes
processos. As costelas sacrais e caudais se desenvolvem por meio de condensagao
cartilaginea independente, e em estagios posteriores contata com a vértebra a nivel da
sutura neurocentral (Figs. 47D,E,F,G e 54). Quanto maior a aproximagdo da regido
caudal, menor a condensagdo, isso indica uma progressdo cranio-caudal de
desenvolvimento destas estruturas (Fig. 46).

Entretanto, os processos espinhosos apresentam maior retencdo de azul de
Alcian nas tultimas cervicais € nas primeiras dorsais. O desenvolvimento do arco
vertebral bem como seus processos se desenvolvem de forma semelhante ao longo da
coluna vertebral.

O atlas diverge fortemente na morfologia em comparagdo com as demais
vértebras cervicais, com um intercentro curto, dois arcos neurais € um proatlas. Destes,
apenas o par de arco neural e o intercentro mostraram reten¢do de azul de Alcian como
uma pequena condensacdo cartilaginea no estagio 12. O proatlas se desenvolve a partir
de dois focos condrogénicos distintos em cada antimero no fim do estagio 13 (Fig.
49A). Estes se fundem a partir do estagio 22.

No corpo vertebral a condensagdo cartilaginea inicia-se pelo centrum e espalha-

se de encontro ao arco neural, com o qual se une em estagios mais avangados, para
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formar a vértebra cartilaginea. Da mesma forma que o arco neural, a progressdao de
desenvolvimento desta estrutura ¢ cranio-caudal (Fig. 46).

Ventral ao corpo das primeiras vértebras caudais surgem pequenas
condensagdes cartilagineas que representam os processos hemais em forma de ’V’’, no
fim do estagio 12 e procede caudalmente. Estes processos localizam-se entre cada corpo
vertebral e seu desenvolvimento ndo acompanha o do corpo vertebral, pois este segue

mais adiantado (Figs. 46D,E,F,G e 54C,D,E,F,G ¢ H).
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Figura 46: Condogenése do esqueleto axial pos-cranial de Melanosuchus niger em vista
dorsal (A e B) e vista lateral (C-G). (A) estagio 7, (B) estagio 8, (C) estagio 10, (D)
inicio estagio 13, (E) fim estagio 13, (F) inicio estagio 16, (G) estagio 19. Abreviaturas:
ArV, arco vertebral; CC, costela cervical; CD, costela dorsal; CoV, corpo vertebral; No,
notocorda; PUn, processo uncinado. Diafaniza¢ao por KOH e coloragdo com vermelho
de alizarina e azul de alcian. Escala: A, B, C 3mm; D, E, F, G Smm.



117

ArV

ArV
X

F‘IrT

CD

" ; i

£

CoV
CoV—/r -
PUn CoV
e
cc /
A B C
AV  —PrE ArV ArV
L{ \ ccal £ N / b
cs |
l / l
CoV
CoV
D E F G

Figura 47: Condrogénese de vértebras de Melanosuchus niger no final estagio 12, vista
cranial. (A) vértebra cervical, (B) vértebra dorsal, (C) vértebra lombar, (D) vértebra
sacral, (E) vértebra caudal cranial, (F) vértebra caudal média, (G) vértebra caudal distal.
Abreviaturas: ArV, arco vertebral; CC, costela cervical, CCa, costela caudal; CD,
costela dorsal; CoV, corpo vertebral; CS, costela sacral; PrE, processo espinhoso; PrT,
processo transvers; PUn, processo uncinado. Diafanizagdo por KOH e coloragdo com
vermelho de alizarina e azul de alcian. Escala: 1mm.

Ainda no fim do estdgio 12, tanto as costelas cervicais como as dorsais ja
apresentam formacdo condrogénica, sendo as dorsais mais adiantadas (Figs. 46, 49).
Notou-se também, o processo uncinado ja em desenvolvimento cartilagineo, porém
ainda solto na regido abdominal (Figs. 46D, E, F,G), sua conexao com o esterno so
ocorre no fim do estagio 16, com o desenvolvimento deste no inicio do estagio 16 (Figs.
50A,0).

No inicio do estagio 13, observou-se o desenvolvimento de mais cinco processos
hemais, porém com condensagdo cartilaginea bem suave. E no fim deste estagio, o
corpo vertebral apresenta-se mais definido, aparece também corpo vertebral nas quatro
primeiras vertebras caudais.

No fim do estagio 14, apresenta mais quatro costelas caudais, a partir da

décima quinta vértebra caudal. A partir desta vértebra, estas costelas reduzem-se e nao
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sao mais observadas. As vértebras caudais vao se desenvolvendo gradativamente no

sentido cranio-caudal. Com a condesacdo do arco vertebral primeiro, depois o corpo

vertebral e logo em seguida os processos espinhosos e costela, esta ultima quando

presente (Fig. 46). O processo de formacdo cartilaginea estd resumido no quadro 7 do

apéndice.
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Figura 48: Processo de ossificacdo do esqueleto axial pos-cranial de Melanosuchus
niger em vista lateral. (A) inicio estagio 20, (B) fim estagio 21, (C) estagio 22, (D)
inicio estagio 24, (E) fim estagio 25, (F) estagio 28. Abreviaturas: ArV, arco vertebral;
VCal, vértebra caudal 1; CC, costela cervical; CD, costela dorsal; CoV, corpo vertebral;
PrH, processo hemal. Diafaniza¢ao por KOH e coloragdo com vermelho de alizarina e

azul de alcian. Escala: 5Smm.
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Figura 49: Condrogénese ¢ ossificacdo de embrides de Melanosuchus niger em vista
lateral. (A) fim estagio 13, (B) inicio estagio 16, (C) inicio estagio 16, (D) inicio estagio
20, (E) fim estagio 20, (F) inicio estagio 24, (G) inicio estagio 24, (H, | e J) fim estagio
25. Abreviaturas: ArN, arco neural; Ax, axis; CC, costela cervical; CC1, costela
cervical; CCS8, costela cervical 8; Inc, intercentro; Itc, interclavicula; Pat; proatlas; PrO,
processo odontodide. Diafanizagdo por KOH e coloragdo com vermelho de alizarina e
azul de alcian. Escala: Smm.



120

Figura 50: Condrogénese ¢ ossificacdo de embrides Melanosuchus niger em vista
lateral. (A e B) estagio 19, (C) inicio estagio 22, (D) fim estagio 22, (E) inicio estagio
24, (F) fim estagio 25, (G, H e I) estagio 28. Abreviaturas: ArV, arco vertebral; CD,
costela dorsal; CoV, corpo vertebral; Est, esterno; Ga, gastralia; IL, ilio; Itc,
interclavicula; PrT, processo transverso; PUn, processo uncinado; VCal, vértebra
caudal 1, VL3, vértebra lombar 3; VSI1, vértebra sacral 1. Diafanizagdao por KOH e
coloracdao com vermelho de alizarina e azul de alcian. Escala: Smm.



121

Padréo de ossificacao

O processo de ossificacdo inicia-se pelo corpo das vértebras cervicais 3 a 8 no
estagio 19 (Figs. 46G, 53B, C). O grau de retencdo de alizarina diminui nas Gltimas, o
que indica um sentido cranio-caudal de desenvolvimento 6sseo, assim como Vvisto no
desenvolvimento cartilagineo. Ainda no estdgio 19 observa-se um pequeno centro de
ossificagdo na extremidade cranial da interclavicula (Figs. S0A, C). No inicio do estagio
20, o processo odontdide apresenta centro de ossificagdo e no fim desse estagio o par de
arcos neurais do atlas comega seu desenvolvimento por meio de dois centros de
ossificacdo, sendo um em cada antimero (Figs. 49D, E). As demais estruturas
permaneceram, temporariamente, cartilagineas.

Logo no inicio do estagio 21 todas as vértebras dorsais, lombares, sacrais e as 10
primeiras caudais apresentaram centros de ossificagdo no corpo vertebral. Além disso,
as sete primeiras costelas dorsais iniciaram seu desenvolvimento Osseo, enquanto as
costelas cervicais permaneceram cartilagineas (Fig. 48B).

No estagio 22, o proatlas apresenta dois centros de ossificagdo, um em cada
antimero e no estdgio 26 eles se fundem, formado o proatlas como no adulto. O
processo de ossificagdo dos arcos vertebrais foi observado, pela primeira vez, nas
vértebras cervicais 2 e 3, também no estagio 22, a partir de dois centros de ossificacao,
um em cada antimero (Fig. 48C).

A partir do estagio 23, o desenvolvimento 6sseo dos arcos vertebrais continua
em sentido cranio-caudal nas vértebras cervicais, seguido pelas vértebras dorsais e
lombares nos estagio 25 a 28 (Fig. 48D,E,F e 53F, H). Dos componentes do atlas, o
intercentro ¢ o ultimo a apresentar centros de ossifica¢do, isso ocorre no estagio 24
(Fig.49F).

No inicio do estadgio 26, os arcos vertebrais da maioria das vértebras caudais
apresentaram centros de ossificagdo. Ainda neste estagio, na regido cervical, iniciou-se
fusdo destes elementos com formacdo dos primeiros processos espinhosos, estes se
desenvolvem em continuidade com o arco vertebral. Progride também em um sentido
cranio-caudal.

Nos cortes histologicos da gastralia e interclavicula de M. niger, em varios
estagios de desenvolvimento, foi possivel observar que estes elementos se desenvolvem
de forma intramembranosa (Fig. 51). Os elementos ¢sseos que formam a gastralia sdo

de numero variavel, alongados e bastante afilados, e comecam a se ossificar no estagio
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22 (Fig. 50D). Cada elemento da gastralia se forma a partir de um unico centro de
ossificagdo. Até o final do periodo embrionario se organizam em fileiras e se unem na

linha mediana com formato de “’V’‘ com apice direcionado cranialmente.
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Figura 51: Cortes histologicos da gastralia e processo uncinado de M. niger. (A) fim
estagio 16, (B e C) fim estagio 24, (D e E) inicio estdgio 27, (F) inicio estagio 25.
Abreviaturas: Ga, gastralia; Itc, interclavicula, PUn, processo uncinado. Coloragdo:

Hematoxilina e eosina. Barra 200pm.

Ao final do estagio 23 todas as costelas cervicais e dorsais apresentaram centros
de ossificagdo bem como o corpo vertebral da maioria das vértebras caudais. As costelas
cervicais sdo mostradas com maiores detalhes nas figuras 49 F, H, I, J e 53A, B, C.
Também nestas imagens as pré e pos-zigapoOfises ja podem ser distinguidas nas
vértebras cervicais. Os primeiros processos hemais apresentam centros de ossificacao

no fim estagio 25 (Fig. 48E).
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No estagio 24, os processos transversos das vértebras dorsais ja apresentam
centros de ossificacdo bem discretos, também em continuidade com o arco vertebral
(Fig.50E, F e 53 F). Nas vértebras lombares os processos transversos surgem a partir do
estagio 25, também em continuidade com o arco e em sentido cranio-caudal (Fig.53H).
Ainda no estagio 25, ha presenga de centros de ossificacao nas costelas sacrais e caudais
(Fig. 48E e 54B). Nas figuras 50H, I e na figura 52, ¢ possivel observar um pequeno
espaco entre a costela e vértebra, nas regides sacral e caudal. Isto indica que a sinostose
nao ocorre no periodo pré-natal.

No fim do periodo pré-natal, no estagio 27, nota-se o inicio de fusdo dos arcos
vertebrais em todas as vértebras dorsais, com formagdo do processo espinhoso. E no
inicio do estagio 28 ja ¢ possivel observar o desenvolvimento da maioria dos processos
hemais (Fig. 54D,F,H). O processo de ossificacdo estd resumido no quadro 8 do

apéndice.

Figura 52: Embrido de Melanosuchus niger no estagio 28, vista lateral. (A) segmento
da coluna dorsal, (B) segmento da coluna lombar, (C) segmento da coluna sacral, (D)
segmento da coluna caudal. Abreviaturas: ArV, arco vertebral; CCa, costela caudal,
CoV, corpo vertebral; CS, costela sacral; IL, ilio; SN, sutura neurocentral; PrT, processo
transverso. Microtomografia e reconstrucao 3D. Escala 10mm.
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Figura 53: Cortes histologicos de segmentos da coluna cervical (A, B,C), dorsal (D, E,
F) e lombar (G, H) de M. niger. (A e D) estagio 14, (B e G) estagio 19, (C ¢ F) inicio
estagio 25, (E) fim estagio 24, (H) inicio estagio 27. Abreviaturas: ArV, arco vertebral,
Cap, capitulo; CC, costela cervical; CD, costela dorsal; CoV, corpo vertebral; Dia,
diapofise; SN, sutura neurocentral; Par, parapofise; PrE, processo espinhoso; PrT,
processo transverso; PUn, processo uncinado; PrV, processo ventral; SN, sutura
neurocentral; Tub, tubérculo. Coloracao: Hematoxilina e eosina. Barra 400um.
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Figura 54: Cortes histologicos de segmentos da coluna sacral (A, B), caudal (C-H) de
M. niger. (A e G) estagio 19, (B e E) inicio estagio 25, (C) estagio 14, (D e F) fim
estagio 24, (H) inicio estdgio 27. Abreviaturas: ArV, arco vertebral; CCa, costela
caudal; CS, costela sacral; CoV, corpo vertebral; Fe, fémur; PrH, processo hemail; PrE,
processo espinhoso; SN, sutura neurocentral. Coloracdo: Hematoxilina e eosina. Barra
400um.
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4.2.3.2 DISCUSSAO

Vertebras e costelas

A coluna vertebral dos répteis apresenta diferenciacdes regionais que levam a
distingdo das vértebras em regides pré-sacral, sacral e caudal (Romer, 1956). Segundo
Krause (1978), a regido pré-sacral ainda pode ser subdividida em cervical, dorsal ou
toracica ¢ lombar. A coluna vertebral de M. niger segue as divisdes propostas por
Romer (1956), e a regido pré-sacral, mais especificamente, as subdivisdes propostas por
Krause (1978). Estas informacdes coincidem com as descri¢cdes de Lima et al. (2011c¢)
para C. yacare, de Rieppel (1993b) para A. mississippiensis e de Silva e Verrastro
(2007) para Liolaemus arambarensis, com exce¢dao da regido lombar, ndo informado
nestas duas ultimas espécies.

Em M. niger, nos estagios iniciais de desenvolvimento, foi dificil discernir em
quais vértebras se deu o inicio da formagdo cartilaginea, mas foi possivel notar que a
progressdo desses focos condrogénico ocorreu, predominantemente, no sentido cranio-
caudal. Esta condensac¢do inicia-se em cada metade dos arcos vertebrais, ¢ visivelmente
mais forte nas regides cervical e dorsal, seguido pelas regides lombar, sacral e por
ultimo a regido caudal. Rieppel (1993b), em estudos com A. mississippiensis, observou
o mesmo padrdo. De acordo com Starck (1996), a coluna vertebral de aves e outros
aminiotas segue o mesmo sentido observado em M. niger e A. mississippiensis.
Maxwell e Larsson (2009) confirmaram esse padrao de formagdo em estudos com aves
das espécies Dromaius novaehollandiae, Struthio camelus, Rhea americana e Eudromia
elegans.

No segmento cervical, os elementos do atlas no M. niger, comecam a formagao
cartilaginea pelo o par de arcos neurais e o intercentro, seguido pelo proatlas. Durante o
periodo de ossificagdo o proatlas também ¢ o ultimo. As duas primeiras vértebras
cervicais, o atlas e axis sdo grandemente modificados, e consideravelmente diferentes
das vértebras subseqiientes. Estas distingdes sdo bem pontuadas na espécie em questdo.
E uma caracteristica que se estende aos demais vertebrados terrestres, devido a
importancia da movimentacao independente da cabeca (Souza et al., 2000; Hildebrand e
Goslow, 2006; Vieira, 2008). Desta maneira, modificagdes nas vértebras mais craniais e
em sua articulagdo com o cranio permitem consideravel liberdade de movimentos

(Romer, 1956). O mesmo ocorre em C. yacare (Lima et al., 2011c¢), C. serpentina (Sheil
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e Greenbaum, 2005), A. spinifera (Sheil, 2003) e L. arambarensis (Silva e Verrastro,
2007).

Ainda, a respeito do atlas, ¢ interessante ressaltar que se pode encontrar dois
tipos morfologicos de intercentro em Crocodylia. O primeiro tipo, encontrado em M.
niger, apresenta um intercentro tdo longo quanto largo, e possui uma extremidade
caudal bifurcada onde se articulam o primeiro par de costelas cervical, este formato
também ¢ visto nos caimans, como por exemplo, Caiman latirostris, Caiman
Crocodylus (Mook, 1921) e Caiman yacare (Lima et al., 2011¢). No segundo tipo, sua
largura predomina em relagdo ao comprimento, este ¢ o tipo de intercentro encontrado
em Crocodylus americanus e em Gavialis gangeticus (Mook, 1921). Esta caracteristica
pode contribuir para auxiliar na elucidagdo de algumas relagdes filogenéticas com
outras espécies da ordem Crocodylia viventes, bem como entre espécies ja extintas.

E valido salientar que no M. niger bem como em C. yacare (Lima et al., 2011c),
cranialmente ao corpo vertebral do axis destaca-se o processo odontdide com centro de
ossificagdo bem distinto e separado do corpo do axis. Nos esqueletos preparados de M.
niger é possivel observar claramente a sutura entre estes elementos do axis. Isto ¢é
resultado do desenvolvimento individual do processo odontdide, tanto na formacao
cartilaginea quanto no processo de ossificagcdo (Fig. 49). Este elemento juntamente com
o atlas compde a articulagdo com o unico condilo occipital presente nos Crocodylia.
Para Hildebrand e Goslow (2006) esta ¢ uma caracteristica presente nos demais répteis.
Segundo Romer (1956), o processo odontdide ¢ um elemento complexo, resultado da
fusdao do corpo vertebral do atlas com o intercentro do éxis, e ligado ao corpo vertebral
do axis por uma sutura visivel no adulto. Mook (1921) ressalta a presenca desta sutura
em Crocodylia atuais.

Apesar da semelhanga existente nas demais vértebras cervicais, algumas
diferencas peculiares ocorrem e sdo importantes na distingdo entre elas. Por exemplo,
largura e altura do processo espinhoso, onde nas vértebras C3 a CS5, este processo ¢ mais
largo que as demais, ja na C8 este processo ¢ mais alto. Quanto ao seu
desenvolvimento, o processo cartilagineo inicia-se pelos arcos vertebrais seguido pelos
corpos vertebrais; ja no processo de ossificagdo, isso se inverte; os centros de
ossificacdo aparecem primeiro nos corpos vertebrais e depois nos arcos. Porém, o
sentido de desenvolvimento, tanto cartilagineo como de ossificagdo ¢ o mesmo, cranio-

caudal (Figs. 46, 48). Esse padrdo de desenvolvimento cartilagineo e ossificagdo se
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estendem nos demais segmentos da coluna vertebral. Observagdes semelhantes foram
feitas por Rieppel (1993b) e Lima et al. (2011c) para A. mississippiensis e C. yacare.
Nesta tltima espécie o autor s6 abordou o padrao de formagao dssea.

A primeira vértebra dorsal de M. niger, assim como em Crocodylus americanus
(Mook, 1921), A. Mississippiensis (Rieppel, 1993b) e C. yacare (Lima et al., 2011c) ¢
muito semelhante a Ultima cervical. No entanto, algumas mudangas particulares como
aparecimento de facetas articulares para as costelas e presenca de processos transversos
sdo critérios utilizados para determinar a divisdo das regides da coluna cervical e dorsal.
Treze vértebras dorsais estdo presentes na coluna vertebral de M. niger. Cada uma
articulada a suas respectivas costelas dorsais. O desenvolvimento cartilagineo inicia-se
pelos arcos vertebrais, processos transversos e espinhosos, seguido pelo corpo da
vértebra. A condensagdo cartilaginea das vértebras dorsais mais craniais forma-se
simultaneamente com as vértebras cervicais mais caudais. Conforme observado em M.
niger e nos estudos realizados por Lima et al. (2011c) e Rieppel (2003b) para C. yacare
e A. mississippiensis, no processo de ossificagdo, o corpo de todas as vértebras dorsais
comega cedo e simultaneo com as vértebras cervicais.

O grau de retencao do corante alizarina ao longo das vértebras dessa regido
dorsal nos permite afirmar, que existe um gradiente de desenvolvimento cranio-caudal,
tal como ocorre na formacdo cartilaginea. Muitos autores também assumem esta
seqiiéncia (Rieppel, 1994a,b; Starck, 1996; Hugi et al., 2010), embora excegdes possam
existir, como relatado por Strong (1925), Rieppel (1993a), Sheil (2003) Blom e Lilja
(2004) e Maxwell (2008).

Em M. niger, os processos transversos das vértebras dorsais ¢ lombares e
espinhosos de todas as vértebras se desenvolvem a partir de extensdes do arco vertebral
(Figs. 47, 53, 54). A partir deste modelo cartilagineo, os centros de ossificagdo surgem
no arco, expandem-se e delimitam tais processos, sem aparecimento de novos centros de
ossificacdo. Segundo Lima et al. (2011c), os processos transversos de C. yacare sdo
formados a partir de centros de ossificagdao distintos do corpo vertebral. Porém, este
autor ndo detalhou a relacdo da formagdo dos processos transversos com o arco
vertebral.

A parapoéfise e diap6fise das vértebras dorsais de M. niger migram dorsalmente
até ficarem aproximadamente na mesma linha dorso-ventral das zigapofises e formam

0s processos transversos das vértebras dorsais. De acordo com Hofstetter e Gasc (1969),
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essa ¢ uma caracteristica dos Crocodylia viventes. Ainda segundo estes autores, em
Crocodylus niloticus a fusdo da parap6fise a diapofise ocorre na quarta vértebra dorsal,
a semelhanga de M. niger. Para Romer (1956) ¢ uma caracteristica tipica de Archosauria
ter as duas areas de articulacdo com as costelas presentes no processo transverso.

Trés vértebras lombares foram identificadas no M. niger, interpostas entre as
vértebras dorsais e sacrais. Esse segmento da coluna ndo possui costelas e seus
processos transversos tornam-se gradativamente mais estreitos e curtos. O
desenvolvimento destas vértebras segue o mesmo padrdo ja descrito acima para as
vértebras. Lima et al. (2011c) e Rieppel (1993b), ndo informaram nada a respeito das
vértebras lombares para C. yacare e A. mississippiensis, respectivamente. Segundo
Romer (1956), a auséncia de costelas livres pode caracterizar esta regido lombar; este
critério foi utilizado na espécie em questdo. Também de acordo com esse raciocinio,
Nascimento (2008) identificou trés vértebras lombares em um Baurusuchidae do grupo
Mesoeucrocodylia do cretaceo superior e Mook (1921) também observou trés lombares
em um estudo com varias espécies de Crocodylia. Em outras espécies de répteis esse
numero pode ser reduzido a uma unica vértebra lombar, como em teiideos (Veronese e
Krause, 1997) ou estar completamente ausente, como em L. arambarensis (Silva e
Verrastro, 2007) e Trachemys dorbignyi (Souza et al., 2000).

Em M. niger, ha duas vértebras sacrais, cada uma articula com sua costela sacral
correspondente. Pode-se, todavia, afirmar que nos Crocodylia viventes ha presenca de
apenas duas vértebras sacrais, segundo Romer (1956) e Hutchinson (2001) este é o
niamero primitivo para Archosauromorpha. Em C. yacare e A. missisippiensis este
nimero se confirma (Lima et al., 2011c; Rieppel, 1993b). Segundo Riff (2007) em
Stratiosuchus maxhechti do cretaceo superior, o alongamento pds-acetabular do ilio
sugeriu a presenca de trés vértebras sacrais que advém da incorporagdo de uma vértebra
caudal. Nascimento (2008) também informou a presenca de trés vértebras sacrais para
Baurusuchidae.

Quanto ao desenvolvimento deste segmento da coluna, a condensagdo
cartilaginea da costela ¢ individual e se junta posteriormente com a vértebra a nivel da
futura articulacao neurocentral, diferente das costelas cervicais e dorsais, onde os pontos
de conexdo se ddo no capitulo e tubérculo da vértebra deixando um espago para
passagem de nervos e vasos e diretamente no processo transverso da vértebra,

respectivamente.
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O desenvolvimento das vértebras caudais sdo semelhantes ao das sacrais; no
lugar do processo transverso estd a costela caudal, cuja formagdo ¢ por condensacgdo
cartilaginea independente e sua ligagdo com a vértebra correspondente se d4 a nivel da
sutura neurocentral (Fig. 47). Higgins (1923) e Emelianov (1937), ao realizarem estudos
embriologicos em crocodilos e squamatas, confirmaram estas observagoes.

Quanto a formacgdo Ossea, em M. niger observamos centros de ossificagdo
independentes tanto nas costelas sacrais quanto nas costelas caudais (Figs. S0H, I e 52).
Rieppel (1993b) ja havia observado este acontecimento em A. mississippiensis, no
entanto este autor se referiu as costelas caudais como processo transverso. Rieppel
(1993b) ainda relatou que os processos transversos das vértebras dorsais também se
ossificam com centros independentes, e que os processos transversos dorsais fundem-se
com o arco neural logo no inicio do desenvolvimento embriondrio e enquanto as
costelas sacrais e caudais fundem-se mais tarde durante o crescimento pds-eclosdo. Para
M. niger isso ndo se confirma, uma vez que os processos transversos dorsais se
desenvolvem em continuidade com o arco vertebral, sem formagdo de centros de
ossificagdo individualizados (Figs. 52 e 53F).

Rieppel (1993b), chegou a reconhecer que o aparecimento de centros de
ossificacdo independentes nos processos transversos dorsais ndo foi mencionado em
outros répteis. Segundo o autor, isto pode estar relacionado com o alongamento dos
processos transversos que ¢ uma sinapomorfia dos Archosauromorpha (Benton, 1985).
Concordamos em relacdo a sinapomorfia dos processos transversos, mas em nenhum
dos espécimes analisados foi visto desenvolvimento independente deste processo.

Em M. niger, as costelas, tanto dorsais quanto sacrais ¢ caudais possuem
desenvolvimento semelhante, uma vez que se formam por focos condrogénicos e
centros de ossificagdo independentes e s6 mais tarde contatam com sua vértebra
correspondente. A maneira como estas estruturas sao chamadas, apdia a homologia em
série das costelas dorsais, costelas sacrais e costelas caudais. Isso apoia o uso do termo
costela no lugar de processo transverso nos segmentos sacral e caudal de Crocodylia.

No geral concordamos com Rieppel (1993b) que esta situagdo ¢ complexa, pois
estas mudancas envolvem fusdo de elementos condrogénicos e ossificados durante a
embriogénese. A homologia das costelas dorsais, sacrais e caudais tem sido motivo de
debate. Gegenbaur (1871) foi primeiro a levantar tal questdo. Claus (1876) apud

Rieppel (1993b) encontrou processo transverso caudal apenas com suturas em
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crocodilos juvenis, bem como em Testudines juvenis e Sphenodon, e considerou essa
série homologa com a série das costelas dorsais. Mook (1921) também reconheceu a
homologia das costelas sacrais e processos transversos caudais dos crocodilos com as
costelas dorsais, uma conclusdo apoiada por Higgins (1923) com base em seu trabalho
embriologico.

Segundo Gauthier et al (1988), a ossificacdo das costelas sacrais e processos
transversos caudais (costelas caudais) apartir de centros de ossificagdo distintos
representa o estado plesiomorfico dos Lepidosauromorphos e os Archosauromorphos.

Com isso, Mook (1921) e Rieppel (1993b) concluiram que o0s processos
transversos em vértebras caudais nada mais sdo do que costelas fundidas ao corpo
vertebral. Segundo Hoffstetter e Gasc (1969), filhotes de Crocodylia viventes possuem
estes elementos ainda separados das vértebras, fusionando-se com o tempo. Em M.
niger notamos a presenga destas suturas nas costelas sacrais e caudais nos filhotes
recém-eclodidos bem como nos esqueletos dos espécimes adultos; nestes ultimos
apenas nas vértebras mais craniais (Fig. 45A). Na regido mais caudal as suturas ja ndo
sdo mais distinguidas. Além disso, outras modificacdes podem ser observadas no
esqueleto adulto, por exemplo, os processos transversos originam-se ventralmente em
relagdo as zigapofises, no nivel da sutura neurocentral. J4 no segmento dorsal os
processos transversos saem diretamente do arco neural.

Nos filhotes e nos espécimes adultos de M. niger distinguimos-se trés grupos de
vértebras caudais. O primeiro tipo corresponde a primeira vértebra, que ¢ biconvexa,
todas as demais sdo do tipo procélicas (Fig. 44); o segundo corresponde aquelas que
possuem costelas caudais; e o terceiro corresponde ao final da cauda, com vértebras
fortemente comprimidas lateralmente, com processos espinhosos altos € um corpo
vertebral delgado (Fig. 45). Segundo Hoffstetter ¢ Gasc (1969) essa caracteristica se
estende aos demais Crocodylia viventes. Nascimento (2008) relatou em
Crocodyliformes um tipo diferenciando, onde todas as vértebras caudais sdo anficélicas,
sendo esta a condi¢@o primitiva.

Em M. niger bem como nos demais Crocodylia (Hoffstetter e Gasc, 1969), as
costelas caudais, assim como os processos hemais, vao diminuindo de tamanho
gradativamente ao longo da cauda do animal, até atingir uma forma vestigial, e ausente.
Sendo assim, as vértebras caudais mais distais ndo apresentam costelas, seguindo o

padrdo visto em Crocodyliformes (Nascimento, 2008). Rieppel (1993b) relatou o
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desenvolvimento 6sseo de 9-10 processos hemais associados as primeiras vértebras
caudais, ao longo de um gradiente cranio-caudal. Lima et al. (2011c), também observou
os centros de ossificacdo nos primeiros processos hemais de C. yacare, e enfatizou sua
ocorréncia em um mesmo sentido.

Os processos hemais de M. niger sdo ossos na regido caudal, localizados
ventralmente as vértebras, segundo Romer (1956), estes elementos derivaram do
intercentro, uma pec¢a diminuta localizada entre os centros vertebrais, que ¢ perdida em
Archosauria (Benton e Clark, 1988), restando apenas no atlas e na forma de processos
hemais, como pode ser visto em M. niger, C. yacare (Lima et al., 2011c) e A.
mississippiensis (Rieppel, 1993b). Romer (1956) relatou que normalmente estdo
ausentes nas primeiras vértebras caudais, devido a presenca nessa regido da passagem
pélvica. Em Crocodylia viventes, a presenca ou auséncia de processos hemais na
segunda vértebra caudal costuma ser usada como carater de dimorfismo sexual, pois a
fémea perde o segundo processo hemal para acomodar melhor os 6rgdos reprodutores
(Romer 1956). Ao analisar a localizacdo do primeiro processo hemal nos embrides que
ja apresentavam ossificagdo desta estrutura bem como nos filhotes de M. niger, notamos
que todos eles estavam articulados entre a segunda e terceira vértebra caudal. Desse
modo, todas as espécies analisados tratar-se-iam de individuos machos. Isso nos leva a
discordar de Romer (1956) no que diz respeito a apenas nessa informacao de referéncia

a0 dimorfismo sexual.

Gastralia

Em alguns vertebrados, caudal ao esterno estd um conjunto derivado de maneira
separada de elementos esqueléticos, a gastralia. No M. niger, este conjunto é formado
por ossos delgados, posicionados em linhas metaméricas na por¢do ventral da parede
abdominal, entre o pubis e esterno. Possui sete linhas e cada linha é composta por
quatro ossos. Segundo Claessens (2004b), o nimero de linhas varia consideravelmente,
nos prossaurdpode e teropode o sistema gastralial consiste de 8 a 21 linhas. Lima et al.
(2011c) em C. yacare afirma que sdo de nlimero variavel, e se formam a partir de um
centro de ossificacdo Unico, mas em pares tangentes ¢ ipsilaterais, ¢ se unem em forma

de V com apice direcionado cranialmente.
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Em A. mississippiensis, Rieppel (1993b) apenas informou o momento que os
elementos da gastralia comegaram a ossificar-se. J& Vickaryous e Hall (2008)
descreveram o desenvolvimento da gastralia em A. mississippiensis com maiores
detalhes, segundos estes autores os elementos da gastralia possuem um
desenvolvimento sequencial. Apesar destes autores terem afirmado a presenca de oitos
pares de linhas, s6 conseguiram mostrar sete linhas, coincidindo com o niimero de
linhas de M. niger.

Em M. niger, a gastralia foi fortemente positiva para o corante alizarina, isso
demonstra que estes elementos possuem origem dérmica. Romer (1956) relatou essa
origem e ainda enfatizou que, apesar de a gastrdlia ser, muitas vezes, referida como
costelas abdominais, ou costelas ventrais, este nome, contudo, ¢ inadequado, pois a
gastralia possui uma origem totalmente dérmica, ao contrario das costelas verdadeiras,
sendo, portanto, mais comparaveis aos osteodermas do que as costelas. Ainda segundo
este autor, a gastrdlia deriva da cobertura ventral de escamas, heranca dos
crossopterigios basais, sendo Knox (1869), o primeiro a reconhecer sua origem dérmica.

Apesar de Vickaryous e Hall (2008) ndo terem observado nenhum sinal de
cartilagem associada com qualquer um dos elementos da gastralia em A.
mississippiensis, sendo fracamente positivo para azul de alcian em seus experimentos,
tais autores afirmam que a gastralia ndo ¢ adequadamente compreendida, provavelmente
em parte, porque sua ocorréncia se limita a poucos vertebrados viventes como em
muitos lagartos e Crocodylia (Romer 1956). Além disso, sdo ossos flutuantes, sem
conexao continua com nenhum outro elemento esquelético, raramente sdao preservados
em associacdo com esqueletos fosseis e ha pouca informagdo sobre seu

desenvolvimento ontogenético.

Processo uncinado, esterno e interclavicula

O processo uncinado de M. niger sdo projegdes pouco ossificadas que se
estendem caudo-ventralmente a partir da extremidade distal das costelas dorsais. Estas
estruturas estdo presentes na maioria das aves viventes (Bellairs e Jenkin, 1960), ocorre
também em alguns anfibios (Kent e Miller, 1996), alguns dinossauros teropodes (Paul,
2002) e em Sphenodon sp (Romer, 1956).

Em M. niger, o processo uncinado ¢ fortemente positivo para o corante azul de

alcian, o que pode ser visto no estagio 13. O processo de ossificacdo nestas estruturas
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nao foi observado durante o desenvolvimento pré-natal, tampouco nos recém-eclodidos.
Isso indica que estas estruturas se ossificam tardiamente, apds o nascimento. Esta
estrutura ndo tem sido muito discutida entre os Crocodylia, mas apesar de poucas
informagdes a respeito, sua presencga ja foi relada por Hofstetter e Gasc (1969) e Romer
(1956), seja ela cartilaginea ou ossificada. Estudos que abordam o desenvolvimento
ontogenético do processo uncinado em espécies de Crocodylia ndo foi encontrado na
literatura consultada. Entretanto, isso sugere a necessidade da continuidade e ampliagdo
dos trabalhos de anatomia descritiva e ontogenética neste taxon.

Quase todas as espécies de aves existentes possuem processo uncinado.
Estendendo-se apartir do ponto médio das costelas vertebrais, estes processos sdao
essenciais para a mecanica do ventilagdo em aves, por meio de inser¢do muscular que
estdo envolvidos tanto com a inspiragdo como a expiracdo, mas também possuem
importancia durante a locomogao (Codd et al., 2005; Codd et al., 2008; Codd, 2010).
Apesar da grande variagdo morfoldgica observada nas aves viventes, 0 processo
uncinado tem a mesma fungdo, sempre age para aumentar a vantagem mecanica dos
movimentos das costelas e esterno (Tickle et al., 2007). Devido a sua localizacdo e
semelhanga com as aves, estas estruturas em M. niger podem ter a mesma fung¢do na
respiracdo. Uma vez que, com a expansdo do processo uncinado, hd um aumento da
capacidade respiratoria e isto lhe permite maior tempo submerso.

A presenga de um elemento mediano na cintura peitoral ¢ um caracter
plesiomorfico. Em Crocodylia, incluindo M. niger, Lepidosauria e Monotremados estes
elementos sdo identificados como interclavicula (Rieppel, 1993b; Vickaryous e Hall,
2010); em Testudines como endoplastrao (Lane, 1910); e em aves como flrcula
(Russell e Joffe, 1985). Nos cortes histologicos da interclavicula de M. niger, em varios
estagios de desenvolvimento, foi possivel observar que este elemento se desenvolve de
forma intramembranosa (Fig. 51F). Esta estrututa se mantém envolvida pela cartilagem
esternal em M. niger, A. Mississippiensis (Vickaryous e Hall, 2010; Rieppel, 1993b) ¢
C. yacare (Lima et al.,, 2011c). Semelhante aos estudos de Rieppel (1993b) e
Vickaryous e Hall (2010), nossos dados demonstraram que a ossificagdo comeca na
extremidade cranial da interclavicula e segue caudalmente no plano mediano.

De acordo com observagdes quanto ao desenvolvimento da interclavicula de M.
niger, ¢ dados da literatura (Vickaryous e Hall, 2010; Bryant e Russell, 1993), pode-se

afirmar que a furcula presente nas aves e a interclavicula sdo homologas. Esta afirmagao
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esta apoiada nos seguintes critérios: estes elementos compartilham a mesma posi¢ao
anatdmica; nunca coexistem em um mesmo individuo; compartilham um ancestral
comum, ambos, Crocodylia e aves, pertencem a superordem Archosauria; e se
desenvolvem por ossificacdo intramembranosa. Embora o formato em V da furcula seja
diferente do formato da interclavicula dos Crocodylia viventes, a morfologia sozinha ¢
inadequada para afirmar evidéncia de homologia, como ja discutido por Bock (1989)

anteriormente.
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5 CONCLUSOES GERAIS

o Identificamos 28 estagios embrionarios em Melanosuchus niger. As
poucas diferengas encontradas em relagdo as outras espécies de
Crocodylia se relacionam a cronologia;

e Os clementos esqueléticos de M. niger sdo semelhantes aos demais
Crocodylia;

e Em M. niger a redugdo dos elementos da mao foi conduzida por fusdes
de trés distais do carpo, auséncia formagao cartilaginea do distal do carpo
1 e auséncia de ossificagdo do central e distal do carpo 2;

e Houve variacdo intraespecifica na sequéncia de aparecimento de centros
de ossifica¢cdo nos elementos do carpo em trés espécimes;

e No pé ndo houve fusdes, mas auséncia de formagdo cartilaginea dos
distais do carpo 1 e 5 e auséncia de ossificacdo do distal do carpo 2;

e O desenvolvimento do cranio de M. niger apresentou semelhanga aos
demais répteis;

e A sequéncia de formagdo do esqueleto refletiu a demanda funcional
deste. A ossificacdo teve inicio nos dos ossos envolvidos na captura e
mastiga¢dao do alimento, como os elementos da mandibula, maxila, pré-
maxila, palatino, pterigéide, nasal e jugal. Outra caracteristica
interessante ¢ a formacdo do osso parietal com dois centros de
ossificacdo que se fundem posteriormente;

e No esqueleto axial poés-cranial foi possivel identificar 63 vértebras e 46
costelas, principalmente as das regides sacral e caudal que sdo referidas
COMO Processos transversos;

e Na coluna vertebral s6 ha processos transversos nos segmentos dorsal e
lombar. Isso s6 pdde ser afirmado baseado na homologia das costelas, o
que apodia o uso do termo costela no lugar de processo transverso nos

segmentos sacral e caudal de Crocodylia.
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Apéndice 1: Localizalgao geografica dos ninhos de Melanosuchus niger na Reserva

Extrativista do Lago Cunid, Rondonia.

Coordenadas geograficas

Ninho
Latitude Longitude
1 08°19'08,8"S 63°28'54,3"W
2 08°18'32,7"S 63°29'09,5"W
3 08°19'13,6"S 63°28'07,3"W
4 08°19'15,3"S 63°28'02,8"W
5 08°19'59,5"S 63°2729,5"W
6 08°19'12,0"S 63°28'24,1"W

Apéndice 2: Temperatura ambiente e no interior dos ninhos de Melanosuchus niger

durante o periodo de incubacdo.

Ninho

Temperatura (°C)

Ambiente InteTior do

ninho

31 30,8

31,7 31,5

25,9 29.9

31,1 28.7

30 28,2

25,2 31,1
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Quadro 1: Sequéncia de formacdo cartilaginea da cintura peitoral ¢ membros

toracicos.

Segmento Estagio

10 (11 | +11 |12 |-13 |14 |16 | 18 | 19 | 22 24
Osso

Cintura Escapula
peitoral Coracodide

Estilopddio Umero

Ulna
Réadio

Zeugopddio

Ulnar
Pisiforme

Radial Radial + intermédio
Central
Distal do
Autopddio carpo 2
Distal do
carpo 3
Distal do
carpo 4
Distal do
carpo 5

Fusao

Metacarpo |

Metacarpo 1
Metapodio | Metacarpo Il
Metacarpo 1V
Metacarpo V

F1
F2
F1
Dedo Il | F2
F3
F1
F2
F3
Falanges F4
F1
F2
Dedo IV | F3
F4
F5
F1
DedoV | F2
F3

Dedo |

Dedo 111

Fusao

Fusao




Quadro 2: Sequéncia de ossificacdo da cintura peitoral membro toracico.
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Segmento | o EStagio | 19 101 | 421 |22 |+22 | -24 |+24 | -25 | +25 | 26
Cintura Escapula
peitoral Coracdide
Estilopodio Umero
. Ulna
Zeugopodio Radio
Ulnar
Pisiforme
Autopodio Radial + intermedio
Distal do carpo 2 Nao ossifica
Distal do carpo 3+4+5
Metacarpo |
Metacarpo Il
Metapodio Metacarpo |11
Metacarpo IV
Metacarpo V
F1
Dedo | =
F1
Dedo 11 F2
F3
F1
F2
Dedo 111 F3
Falanges F4
F1
F2
Dedo IV F3
F4
F5 Nio ossifica
F1
Dedo V F2
F3 Nao ossifica




Quadro 3: Sequéncia de formacéo cartilaginea da cintura ¢ membros pelvinos.

Segmento
do membro

Estagio

0ss0

10

11

12

13

14

18

Estilopédio

Fémur

Zeugopodio

Tibia

Fibula

Autopodio

Fibular

Intermédio+central

Distal do tarso 2

Distal do tarso 3

Distal do tarso 4

Metapadio

Metatarso |

Metatarso |1

Metatarso 111

Metatarso IV

Metatarso V

Falanges

F1

Dedo |
F2

F1

Dedo 11 F2

F3

F1

F2

Dedo 11
F3

F4

F1

F2

Dedo IV F3

F4

F5
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Quadro 4: Sequéncia ossificacdo da cintura ¢ membros pelvinos.

Segmento Estagio
do membro 18 | 19 | 20 | 21 |-22 | +22 | -24 |+24 | -25| +25
Osso
) ilio
Cintura Isquio
pelvina
Pubis
Estilopddio Fémur
- Tibia
Zeugopodio Fibula
Fibular
Intermédio+central
Autopddio Distal do tarso 2 Nao ossifica
Distal do tarso 3
Distal do tarso 4
Metatarso |
Metatarso 11
Metapddio Metatarso 111
Metatarso IV
Metatarso V
F1
Dedo | =
F1
Dedo 11 F2
F3
F1
| d F2
Falanges Dedo 111 F3
F4
F1
F2
Dedo IV F3
F4
F5 Nio ossifica




Quadro 5: Sequéncia de formagao do condrocranio

Segmento

Estagio
0Osso

9

10

11

12

14

Cranio

Trabéculas

Cartilagem acrocordal

Trabéculas comum

Pila metética

Cartilagem quadrada

Cart. pterigoquadrada

Septo internasal

Teto nasal

Septo interorbital

Cart. parietotectal

Conchas nasais

Cartilagem paranasal

Plano supraseptal

Ténias marginais

Ténias mediais

Pila antdtica

Pila metotica

Comissura esfenortmoide

Processo infrapolar

Placa basal

Arco occipital

Processo retroarticular

Columela

Teto sinodtico

Mandibula

Cartilagem de Meckel
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Quadro 6: Sequéncia de ossificagdo do cranio.

Segmento

Estagio
0Osso

14

15

16

18

19

20

21

22

Cranio

Pré-maxila

Maxila

Jugal

Pterigdide

Quadradojugal

Pré-frontal

Esquamosal

Ectopterigoide

Palatino

Nasal

Lacrimal

Frontal

Basioccipital

Basisf./paraesfenoide

Exoccipital

Opistético

Supraoccipital

Basisfenodide rostral

Parietal

Palpebral

Hioide

Proodtico

Epiotico

Lateroesfenoide

Vomer

Mandibula

Dentario

Suprangular

Angular

Coronoide

Esplenial

Articular
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Quadro 7: Sequéncia de formacéo cartilaginea do esqueleto axial pos-cranial.

Segmento Estagio 7|8 |-12 | +12| 13 |+16

Osso

Cervicais
Costelas Dorsais
Sacrais
Caudais

Cervicais
Dorsais
Lombares
Sacrais
Vértebras Caudais
Cervicais
Dorsais
Lombares
Sacrais
Caudais

Arco
vertebral

Corpo
vertebral

Gastralia Ossificagdo intramembranosa
Interclavicula Ossificagio intramembranosa
Processos hemais
Esterno

Elemento mediano

Dorsal Processo uncinado
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Quadro 8: Sequéncia de ossificacdo do esqueleto axial pds-cranial.

Segmento Estégio

1912021 | 22123 | 25|26 | 22
Osso

Cervicais
Costelas Dorsais
Sacrais
Caudais

Cervicais
Dorsais
Lombares
Sacrais
Vértebras Caudais
Cervicais
Dorsais
Lombares
Sacrais
Caudais

Arco
vertebral

Corpo
vertebral

Gastralia
Interclavicula
Processos hemais
Esterno Nao ossifica

Elemento mediano

Dorsal Processo uncinado Ossificagdo pos-eclosdo
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Abstract

The determination of embryonic stages is very useful in comparative and evolutionary anatomy, experimental
research and ecological studies. Although tables of development stages already exist for some crocodilian
species, no table has yet been published for Melanosuchus niger. Therefore, the aim of this work is to monitor
the development of this species of Alligatoridae and characterize its stages based on the main morphological
transformations the embryo undergoes during the incubation process. Under natural conditions, two samples
were collected daily in the Lake Cunid Extractive Reserve in Rondénia, Brazil, making a total of 186 eggs.
The incubation period was 90 days at an ambient temperature varying from 25.2 to 31.7 °C. We established
24 embryonic stages between the formation of the pharyngeal arch and hatching. Primordia for the sensory
organs and somites were observed in the early stages. The buds of the pelvic and thoracic limbs emerged
simultaneously, also in the early stages. An analysis of these structures showed evidence of considerable
evolutionary modifications when compared with embryos of different species. In stage 12 we observed subtle
pigmentation in the region of the head and, in stage 25, the pigmentation and striped pattern were typical of
the newly hatched specimen. The eyetooth was visible in stage 18, disappearing within the first few weeks after
hatching. The vitellus was completely absorbed in the penultimate stage. Direct comparisons of the table of
embryonic stages were made between M. niger and other crocodilian taxa, and the main differences identified

were chronological variations.

Keywords: black caiman, development, embryology, incubation, reptiles.

1 Introduction

Reptile embryology haslong been investigated by different
researchers (PARKER, 1879; KAMAL and HAMMOUDA,
1965; KAMAL, HAMMOUDA and MOKHTAR, 1970).
Yntema (1968) was among the first to provide a normal
pattern of embryonic stages for Chelydra serpentina, and
since then the stages of development of several other species
of Testudines have been determined. There is still a paucity
of studies of this nature on the order Crocodylia. Magnusson
and Taylor (1980) were pioneers in the characterization of the
embryonic stages based on the external morphological traits
of Crocodylus porosus (Crocodylidae), and were followed by
Ferguson (1987) for Alligator mississippiensis (Alligatoridac)
and Iungman, Pina and Siroski (2008) for Caiman latirostris
(Alligatoridae). Although earlier studies such as that of
Voeltzkow (1899) on Crocodylus madagascariensis and that
of Reese (1915) on Alligator mississippiensis described some
embryonic traits, none of them established a complete series.

Prior to the description and standardization of these
stages, many researchers used standard body measurements
to estimate the approximate age of the embryo (RISLEY,
1933), which to constant errors. In fact, if a series of
morphometric dimensions and morphological traits could
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be correlated to real or structural age, it could be possible
to estimate the egg-laying time, the period of incubation,
predict the hatch and or know how long a given embryo
should be incubated to reach a given stage. Moreover,
classification based solely on chronological age is very faulty,
especially in terms of incubation time, which is normally
variable since changes in the development rate may occur
among embryos of the same age and even in the same nest
(DONAYO, PINA and LARRIERA, 2002).

The incubation time of Melanosuchus niger eggs comprises
the period from egg-laying to hatching, and may vary
from two to three months (MEDEM, 1963; HERRON,
EMMONS and CADLE,1990). Studies with crocodilians
have demonstrated that temperature is an important abiotic
factor thatinfluences the duration of embryonic development,
although it may also be affected by other variables such
as humidity (PACKARD and PACKARD, 1984). The
embryonic stages of M. niger, as well as for the species of
Crocodylia C. porosus(MAGNUSSON and TAYLOR, 1980),
A. mississippiensis (FERGUSON, 1987) and C. latirostris
(IUNGMAN, PINA and SIROSKI, 2008), and for Apalone
spinifera (GREENBAUM and CARR, 2002), Python sebae
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(BOUGHNER, BUCHTOVA, FU et al., 2007), Gallus
gallus domesticus HAMBURGER and HAMILTON, 1992),
Coturnix coturnix japonica (AINSWORTH, STANLEY and
EVANS, 2010), Eleutherodactylus coqui (TOWNSEND and
STEWART, 1985) and Carofilia perspicillata (CRETEKOS,
WEATHERBEE, CHEN et al., 2005), were established
according to the continual appearance of distinct external
morphological traits at a given moment of development.
These traits are described in detail and are considered criteria
for the differential recognition of each stage.

The black caiman (M. niger) is considered a species
at low risk of biological extinction in nature (DA
SILVEIRA, MAGNUSSON and CAMPOS, 1997). Horna,
Zimmermann, Cintra et al.(2003) reported that this reptile
may reach a total length of six meters. In fact, it is considered
the largest South American predator distributed throughout
the Amazon basin including Bolivia, Brazil, Colombia,
Ecuador, Peru, Venezuela and some areas of Guyana and
French Guiana.

It is extremely important to determine the stages of

embryonic development because, in addition to providing
information for comparative and evolutionary anatomy, it can
contribute to descriptive or experimental research (BEGGS,
YOUNG, GEORGES et al.,, 2000; HAMBURGER and
HAMILTON, 1992; HUA, WANG and CHEN, 2004),

in addition to serving as a useful instrument for ecological
studies. Therefore, the purpose of the present study was
to monitor the embryonic development of M.zmiger and
to characterize its embryonic stages based on the main
morphological transformations the embryo undergoes
during the process of natural incubation.

2 Material and methods

Melanosuchus niger eggs were collected daily from an area
of natural incubation in the Lake Cunia Extractive Reserve
located in the state of Rondonia, Brazil. Collections were
made between October and December, under ICMBio/
IBAMA Permit No. 12243-1,/2007. In a monitored area,
the nests found after egg-laying were tagged and covered
with a sheet of metal grill (Figure 1).

Under conditions of natural incubation, only two
eggs were collected daily from the nests, starting on the
tenth day of incubation. The other eggs were left in the
nest until the next collection, throughout the period of
incubation (Figure 1). A total of 186 eggs were collected
from six different nests situated in the following geographic
locations: nest 1 — 08° 19° 08.8”” S and 63° 28> 54.3” W.
nest 2 — 08° 18 32.7” S and 63° 29> 09.5” W;
nest 3 — 08° 19° 13.6” S and 63° 28 07.3” W;

Figure 1. Marking system and control of the nests of Melanosuchus niger. a) Observation and counting of eggs found in the nest
after laying; b) marking and protection the nest with metal screen; ¢) manipulation of nest for collection; d) thermometer to record
the air temperature and in the nest.

J. Morphol. Sci., 2011, vol. 28, no. 1, p. 11-22
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Figure 2. Scanning electron microscopy of stage 4 of M. niger in lateral view. a) Panoramic view; b) details of eye primordium
and nasal groove; ¢) pharyngeal arches; d) extremity of the tail. OP, optic placode; NG, nasal groove; EDP, eye primordium; PA,
pharyngeal arches.

nest 4 — 08° 19° 15.3” S and 63° 28 02.8” W;
nest 5 — 08° 19’ 59.5” S and 63° 27° 29.5” W and
nest 6 — 08° 19° 12.0” S and 63° 28> 24.1” W. The air
temperature varied from 25.2 to 31.7 °C, while the
temperature in the nests ranged from 28.2 to 31.5 °C
throughout the period of incubation. The embryos were
removed from their shells with surgical scissors and the
specimens fixed in 10% formalin. At the end of each
collection, the specimens were sent to the Laboratory of
Comparative Vertebrate Anatomy (LACV) at the University
of Brasilia — UnB for processing and analysis.

This M. niger reproduction area is strictly controlled by
the RAN (National Center for Research and Conservation of
Reptiles and Amphibians), an agency that conducts scientific
research and management actions for the conservation and
recovery of endangered species throughout the Brazilian
territory. All the procedures involving the animals were
described in detail and approved by the Research Ethics
Committee of UnB (UnBDOC No. 100271,/2009). All
specimens were deposited in the LACV at the University of
Brasilia.

J. Morphol. Sci., 2011, vol. 28, no. 1, p. 11-22

The embryonic stages were determined according to the
appearance of different external morphological traits at a
given moment of development. The main structures used
as parameters were: pharyngeal arches, somites, choroidal
fissure, limb buds, fore and hindlimb claws, nasal structures,
development of the urogenital papilla, cloaca, nictitating
membrane, eyelids, pigmentation, amount of vitellus
absorption, and emergence of teeth and eggtooth. The
terminology employed here followed that used by Iungman,
Pina and Siroski (2008), Ferguson (1985) and Magnusson
and Taylor (1980). These structures were examined in
detail under a stereoscopic microscope (Leica S6D) and
the information was visually recorded with a digital camera
(Sony DSC H20 10.1).

The first embryos were also analyzed by scanning
clectron microscopy (SEM) to reveal some of the principal
elements present in the early stages of development. These
specimens were fixed in a solution of glutaraldehyde and
paraformaldehyde immediately after their removal. After
fixation, the material was preserved in sodium cacodylate
buffer to await the post-fixation process, when it was
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immersed in an osmium tetroxide solution. The material was
then subjected to a process of gradual dehydration in baths
of aqueous solutions of 30, 50, 70 and 90% of acetone and
three 15-minute baths of pure acetone followed by critical
point drying with CO, and surface metallization in a sputter
coater. The material was then photographed in a JEOL JSM
840A scanning electron microscope.

We established 24 stages of embryonic development
(stages 4 to 28) between the formation of the pharyngeal
arch and hatching. Our description began in stage 4 due
to two factors. First, the nonavailability of material during
the initial stages of cleavage to neurulation, and second,
our youngest embryo presented very similar traits to those
described in stage 4 by Iungman, Pina and Siroski (2008).

3 Results

Below is the description of the stages of embryonic
development of Alligatoridae M. niger, based on the main
external morphological traits starting from the tenth day of
oviposition.

Stage 4 (10-day old embryo): Approximately 26 pairs
of somites are visible on the dorsum of the embryo. The
mandibular arch is the largest of the three pharyngeal
arches that are present. Two clefts are open laterally, the
second cleft covered by the hyoid arch. Five cephalic
vesicles are visible in the rostral portion of the embryo. The
optic placodes appear conspicuously, while the auditory
placodes are present dorsally to the pharyngeal arches on
the lateral aspect of the body. There are signs of a nasal
placode in the rostral portion (Figures 2, 7a). The heart
primordium appears as a prominence on the ventral side and
a protuberance immediately caudal to this organ indicates
the liver primordium. The notochord extends to the tip of
the tail. The curvature of the body begins with flexion of the
trunk at the level of the heart, and J-shaped flexion of the tail
is already visible.

Stage 5 (11 to 12-day old embryo): There are 28 pairs
of somites. The maxillary process extends ventrally to the
mandibular process. Thoracic and pelvic limbs are present
as small distinct buds. The axis of the limb is caudoventrally
oriented. The flexion of the trunk is greater, giving the
embryo a U-shape, and the tip of the tail is much more
curled (Figure 3a).

Stage 6 (13 to 14-day old embryo): The mandibular
process is more conspicuous. Thoracic and pelvic limb
buds are larger and show signs of digital plate primordial
(Figures 3b, 5a, 6a). The embryo’s flexion increases gradually
and the tip of the snout lightly touches the tail. The eye has
weak pigmentation of the choroid layer. The nasal placode is
deeper and extends caudally (Figure 3b).

Stage 7 (15 to 16-day old embryo): The digital plate
of the pelvic limb buds is evident, but still lacks digital
grooves, and the thoracic limb buds are less developed.
Eye pigmentation is stronger, and invagination of the optic
vesicles creates the choroid fissure.

Stage 8 (17 to 18-day old embryo): The digital plates of
the thoracic and pelvic limbs are wider and show slight signs
of digital grooves. Elbows are recognizable in the thoracic
limb buds, while the knees of the pelvic limb buds are still
imperceptible. The rostral edge of the mandibular process is
situated at the level of the caudal edge of the crystalline lens

of the eye. A small protuberance indicates the primordium
of the urogenital papilla located on the ventral surface at the
root of the tail between the pelvic limbs. The primordium
of the external auditory meatus is clearly visible in the
rostrolateral region of the embryo (Figures 3c, 5b, 6b).

Stage 9 (19 to 20-day old embryo): The digital plates
of the pelvic and thoracic limbs are completely developed,
but without digital serration. The eyeball is prominent, with
clearly visible upper eyelid. The mandibular process extends
rostrally, encompassing two thirds of the maxilla.

Stage 10 (21 to 22-day old embryo): The upper eyelid
is developed, invagination of the optic vesicles is complete,
and the choroidal fissure narrows and closes. The mouth is
well developed, extending toward the cardiac prominence.
The digital grooves of the pelvic limbs are more pronounced.
The horizontal projection of the snout is prominent on the
lateral sides (Figures 3d, 6¢).

Stage 11 (23 to 25-day old embryo): The periphery
of the digital plate of the thoracic limbs shows distinct
grooves and a weak demarcation of four digits is visible by
serration. The upper eyelid reaches the upper edge of the
iris. The abdominal wall is developed, but the ventricles, liver
and other organs are still visible and the intestine is visible
through the transparent abdominal wall (Figures 5¢, 6d).

Stage 12 (26-day old embryo): In this stage, the embryo
is notably longer and the outlines of the fore- and hind-limb
digits are visible in the expanded discs of the limbs. The
presence of the lower eyelid and the nictitating and tympanic
membranes is evident. The brain is still visible through the
transparent tissues at the top of the head and still presents
a median groove. The body’s ventral wall musculature is
still open in the median line. The tail is clearly bent at the
distal end distal. Elbows and knees are recognizable in the
limbs and are slightly flexed at the joint. Subtle pigmentation
appears first on the head, specifically between the eyes and
snout (Figures 3e, 5d, 6¢).

Stage 13 (27 to 29-day old embryo): The median
groove of the brain is more evident. Fore and hindlimb
digits are clearly demarcated around the digital plate and are
slightly serrated in both limbs. The eyelids are well formed
and cover most of the eye (Figure 7b). The urogenital papilla
between the pelvic limbs is now less exposed. The body’s
pigmentation is stronger, and the dorsal surface and tip of
the tail are darker (Figure 3f).

Stage 14 (30 to 31-day old embryo): Interdigital
grooves are more distinctly formed, demarcating the
digits of fore and hindlimbs. Pigmentation areas are now
concentrated in the tail, limbs and dorsal side of the neck.
Facial pigmentation is more intense and pigment spots are
visible on the mandible. Presence of the cloacal primordium
with two small lobes. In this stage, claws begin to develop in
the first, second and third digits of the foot and in the first
and second digits of the hand (Figures 3g, 5¢).

Stage 15 (32-day old embryo): The cloacal orifice
now involves the urogenital papilla (Figure 7¢). Claws are
clearly visible in the digits of both hands and feet and the
tip of the claw of the second digit is slightly curved. There is
large-scale dorsal and tail pigmentation, giving the embryo a
slightly brownish appearance. Another marked characteristic
is the emergence of the first rows of nuchal scutes.

Stage 16 (33 to 38-day old embryo): The upper and
lower eyelids are separated only by a narrow cleft. There
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Figure 3. Photographs of the embryonic stages of M. niger in lateral view. a) Stage 5; b) stage 6; ¢) stage 8; d) stage 10; ¢) stage 12;
f) stage 13; g) stage 14; h) stage 16; and i) stage 18. Di, diencephalon; Mi, midbrain; He, heart, Fo, forelimb; Hi, hindlimb. PA,
pharyngeal arches; So, somites. Scale bar: 1 cm.

are five rows of nuchal scutes, slightly pigmented. A series
of protrusions in the digits mark the beginning of the
interphalangeal joints. Pigmentation extends toward the
thoracic and pelvic limbs. The claw of the third digit is
laterally flattened and ventrally curved, while the other claws
are still flat (Figures 3h, 5f, 6f).

J. Morphol. Sci., 2011, vol. 28, no. 1, p. 11-22

Stage 17 (39-day old embryo): The abdominal wall
musculature is now completely fused along the median
ventral line except in the umbilical region. Thus, the
previously exposed intestine is now completely retracted.
The outlines of the digits are totally individualized and the
differences in their sizes clearly visible.
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Stage 18 (40 to 45-day old embryo): Seven rows of
nuchal scutes are present on the dorsal side of the embryo.
A marked characteristic in this stage is the emergence of a
small eggtooth at the tip of the maxilla (Figures 7c, d). The
claws of the digits are curved. The entire body of the embryo
shows increased pigmentation, changing from pale to dark
gray (Figures 3i, 5g, 6g).

Stage 19 (46 to 47-day old embryo): In this stage
the pigmentation pattern of the whole body appears as on
hatchling, with the typical black dorsal stripes alternating
with light brown stripes. The head is brown, but lighter than
the hatchling.

Stage 20 (48 to 50-day old embryo): The size of
the umbilical opening is now smaller. The surface of the
head shows dark brown pigmentation. Cranial ossification
is practically complete except for a small oval window, the
fontanelle in the center of the dorsal platform of the skull,
through which the brain is still visible.

Stage 21 (51 to 52-day old embryo): The cloacal orifice
is completely closed and the urogenital papilla no longer
visible. The entire body shows more intense pigmentation.
Musk glands are barely visible along the caudolateral edges
of the intergular floor of the mandible (Figure 4a).

Stage 22 (53 to 55-day old embryo): The tail scutes
emerge, showing more intense pigmentation. The pupil
presents a vertical cleft. The tympanic membrane covers the
entire external auditory meatus (Figure 4b).

Stage 23 (56-day old embryo): The cranially oriented
scutes of the tail are bristled, like those of hatchling. The
mandible and maxilla begin to show the emergence of
protuberances signaling tooth primordia. Pigmentation
does not change perceptibly from that found in stage 22
(Figure 4c¢).

Stage 24 (57 to 66-day old embryo): The eyelid
remains open but covers more than half of the eye. Both eyes

-
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Figure 4. Photographs of the embryonic stages of M. niger in lateral view. a) Stage 21; b) stage 22; ¢) stage 23; d) stage 24;

¢) stage 27; and f) stage 28. Scale bar: 2 cm.
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Figure 5. Photographs of the development of the forelimb of M. niger. a-c) Lateral view of right forelimb in stages 6, 8 and 11,
respectively; d-i) dorsal view of right hand; d) stage 12; ¢) stage 14; f) stage 16; g) stage 18; h) stage 24; and i) stage 27. Note the
progressive developement of the digital plate and digital serration in limb and the appearance of claws. Scale bar: 1 mm.

and body of the embryo show more intense pigmentation
(Figure 4d).

Stage 25 (67 to 71-day old embryo): Both eyelids
are completely formed and completely cover the surface of
the eye. Albeit no longer visible through the cranial tissue,
the cranial fontanelle is still present and can be felt through
palpation. Now both the pigmentation and striped pattern
are typical of the hatchling. Another marked characteristic
in this stage is the beginning of vitelline absorption, which
begins to be encompassed by the embryo.

Stage 26 (72 to 75-day old embryo): About 50% of the
vitelline sac is encompassed by the embryo. The first teeth
emerge in the mandible and maxilla. Other traits remain
unaltered.

Stage 27 (76 to 77-day old embryo): The vitelline sac
is completely encompassed, leaving only an median raphe
(Figures 4f, 7).

J. Morphol. Sci., 2011, vol. 28, no. 1, p. 11-22

Stage 28 (78 to 91-day old embryo): Embryos in this
stage are very close to hatching, and their median raphe is
long and narrow. The cranial fontanelle is closed and the
roof of the skull is well developed (Figures 4f).

4 Discussion

The series of stages of normal embryonic development
found in the present study enables us to compare M. niger
with three other crocodilian species in order to observe the
similarities and differences among these strongly related
taxa, as well as make comparisons with other reptile, bird
and mammal species.

Unlike other groups of vertebrates such as Ichthyophis
kobtaoensis of the order Gymnophiona (DUNKER, WAKE
and OLSON, 2000), the anuran Hyperolius puncticulatus
(CHIPMAN, HAAS, TCHERNOV et al., 2000) and
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Figure 6. Photographs of the development of the hindlimb of M. niger. a-d) Lateral view of right hindlim b in stages 6, 8, 10 and
11, respectively; e-i) dorsal view the right foot; ¢) stage 12; f) stage 16; g) stage 18; h) stage 24; and i) stage 27. Note the progressive
development of the digital plate and digital serration in limb and the appearance of claws. Scale bar: 1 mm.

Squamata (HUBERT, 1985), embryos of Testudines do
not present species-specific traits in early stages (RENOUS,
RIMBLOT-BALY, FRETEY et al., 1989), as has been
found in the aforementioned crocodilians and in M. niger.
For a better comparison, we have organized the stages of
development in chronological sequence.

In the vertebrates Paroedura pictus (NORO, UEJIMA,
ABE et al.,, 2009), lizards of the genus Anolis (SANGER,
LOSOS and GIBSON-BROWN, 2008), Pelodiscus
sinensis (TOKITA and KURATANI, 2001), A. spinifera
(GREENBAUM and CARR, 2002), Gg.domesticus
(HAMBURGER and HAMILTON 1992), A. mississippiensis
(FERGUSON, 1987), C. latirostris (IUNGMAN, PINA
and SIROSKI, 2008) and C. porosus (MAGNUSSON
and TAYLOR, 1980), the early stages were determined
by the emergence of the primary brain vesicles, placodes,

pharyngeal arches, number of somites, and body flexion
and rotation. The intermediate stages were marked by the
emergence and morphology of the limbs and craniofacial
traits, while the later stages were detected by differentiated
pigmentation and the scutal patterns were the most marked
traits in both crocodilians and Testudines. The embryonic
stages of M. niger were determined according to these
criteria, since these traits have become practically a standard
for comparative studies of reptile embryos (GREENBAUM
and CARR, 2002).

According to Graham (2001), the pharyngeal arches
contribute significantly to the external appearance of the
embryo in the early stages. Initially, they consist of segments
of mesenchymatous tissue separated by the branchial
clefts. These arches begin to emerge before stage 7 in the
embryological stages of A. mississippiensis (FERGUSON,
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Figure 7. Photographs of the embryonic stages of M. niger. a-c) Lateral view; a) stage 5; b) stage 15; ¢) stage 18; d) stage 24 in
dorsal view; ¢) stage 15 in ventral view; and f) stage 27. CF, Choroid fissure; OP, optic placode; AP, auditive placode; LE, lower
eyelids, UE; upper eyelids; NM, nictitating membrane; UD, urogenital papilla; ET, eggtooth; UO, umbilical opening; Cl, cloaca; YS,
yolk sac. Scale bar: 1 cm.

1987), and in M. niger specifically in stage 4, while for
Tungman, Pina and Siroski (2008), these mesenchymatous
structures are visible precisely in stage 7, and Magnusson and
Taylor (1980) described the emergence of two pharyngeal
arches in C. porosus already in stage 1.

The optic placodes in M. niger emerge in stage 4, similar
to what Ferguson (1987) observed in A. mississippiensis
and Iungman, Pina and Siroski (2008) in C. latirostris,
where the development of this structure begins in stage 4,
although it is completed only in stage 6, while for C. porosus
(MAGNUSSON and TAYLOR, 1980) this structure is
described in stage 2. The formation of the auditory placode
is reported by Ferguson (1987) for A. mississippiensis, by
Tungman, Pina and Siroski (2008) for C. latirostris and by
Magnusson and Taylor (1980) for C. porosus in stage 2,
unlike M. niger, where it was only observed in stage 4.
In Gg.domesticus (HAMBURGER and HAMILTON,
1992), the auditory placode is present in stage 14. A trait
shared by the crocodilians A. mississippiensis, C. latirostris,
C. porosus and M. niger is the emergence of the choroidal
fissure in stage 7 and of the urogenital papilla in stage 8,
which represent pronounced structures in these stages for
the Crocodylia species, except for the choroid fissure in
C. porosus, which was not described by Magnusson and
Taylor (1980).

The emergence of the somites was evidenced principally
by a dorsal protuberance in stage 4 of M. niger. Magnusson
and Taylor (1980) reported their emergence in C. porosus
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right at the beginning of development in stage 1, unlike the
species C. Ilatirostris (IUNGMAN, PINA and SIROSKI,
2008) and A. mussissippiensis (FERGUSON, 1987), where
they emerge in stage 2. It is important to note that although
the somites appear early in these species, their number varies
considerably during the primordium of their development,
with 20 somites in A. mississippiensis and C. latirostris,
25 in C. porosus and 26 in M. niger. In our observations of
M. niger, consistent with the descriptions of Iungman, Pina
and Siroski (2008) for C. latirostris, individual observation
of the somites became increasingly difficult starting from
stage 5, which for Gg.domesticus (HAMBURGER and
HAMILTON, 1992) occurred starting from stage 14.
According to Hamburger and Hamilton (1992), this is in
part due to dispersion of the mesoderm of the more cranial
somites and, in the final stages, to the curvature of the
tail. Therefore, other structures, such as the formation of
the limbs, were used as identification criteria from stage 5
onward in crocodilians.

With regard to the development of the limbs, the
Testudines exhibit a tendency for differentiation of the
forelimbs before the hindlimbs, except for marine turtles,
in which the limbs develop synchronously (MILLER,
1985). In birds, bats, C. latirostris, C. porosus and M. niger
(IUNGMAN, PINA and SIROSKI, 2008; BEGGS,
YOUNG, GEORGES etal., 2000; CRETEKOS et al., 2005;
HAMBURGER and HAMILTON, 1992; MAGNUSSON
and TAYLOR, 1980), the forelimb buds emerge prior or
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simultancously with the hindlimb buds. This information
is not consistent with the descriptions of Ferguson (1985,
1987) for A. mississippiensis, in which the emergence of the
hindlimbs occurs first.

Among the amphibians, even within a single genus,
there is considerable variation in the sequence of
emergence of the limbs. In Xenopus, the hindlimb buds
appear first (NIEUWKOOP and FABER, 1994), unlike
Ambystoma  (HARRISON, 1969; SCHRECKENBERG
and JACOBSON, 1975), which still present significant
differences among several species (SCHRECKENBERG
and JACOBSON, 1975), as well as in Rana, where the
hindlimb buds emerge in different stages (SHUMWAY,
1940). Variations in the chronology limbs development may
reflect a functional value. The forelimb buds in the possum
(McCRADY, 1938), for instance, develop more rapidly
than in other mammal species. According to the author, this
heterochrony reveals an adaptation to the characteristics of
marsupial reproductive biology, since newborns must use
these limbs to climb up into the pouch.

Unfortunately, we were unable to observe whether there
is an order in the emergence of these limbs in M. niger due
to their rapid development, even with specimens collected
daily. We believe new studies may reflect the lack of a
complete ontogenetic series, making it difficult to observe
the development of this trait. We also suggest that the
unequivocal observation of these possible events will require
more precise analyses of many specimens in the stages in
which these episodes occur, possibly at intervals shorter than
24 hours.

In this context, we point out that the time of emergence
of the hind and forelimb buds is extremely variable. This
diverges notably from the phylotypic concept put forward
by Haeckel (1891), in which the morphology of vertebrate
embryos in the early stages of development is considered
resistant to evolutionary changes. However, upon analyzing
these and other prominent traits on the planes of the
body of these vertebrates, we see evidence of considerable
evolutionary modifications in the comparison of embryos of
different species.

In the final stages, unlike other crocodilian species,
C. lativostris and M. niger exhibit apparent pigmentation
only after the formation of the jaws and claws. In both
these crocodilians, pigmentation begins along the limbs,
spreading up the ventral side of the flanks, jaws and back,
but showing little or no ventral pigmentation, unlike other
crocodiles that present pigmentation first in the ventral
portion which then extends dorsally (FERGUSON, 1985,
1987). Tungman, Pina and Siroski (2008) reported that the
coloration pattern of C. latirostris during its development
is a unique trait, since it differs from that reported for the
other crocodilians. However, our investigation of M. niger
revealed a pigmentation pattern with aspects resembling
those of C. latirostris, indicating a closely associated trait
between these two species.

An interesting trait to highlight is the o emergence of
the egg tooth which, according to Ferguson (1987), marks
the beginning of stage 26, although the author did not
describe this stage due to the absence of this structure in
his series of embryos of A. mississippiensis. Later, lungman,
Pina and Siroski (2008) concurred with this statement,
although they reported that the egg tooth of C. latirostris
begin to emerge in stage 23. On the other hand, in our

observations of embryos of M. niger, the egg tooth became
visible in stage 18. We also found that this structure was
very fleeting, disappearing a week after its emergence, as has
been seen in most birds (the egg tooth disappears within
the first week after hatching). However, this structure may
also remain for longer times, as Wiebe (2010) observed.
This author concludes that in some bird species, the size
and persistence of the egg tooth suggests an alternative or
complementary function, such as orientation of the parents
while feeding their young in nests located in sites with little
light (WIEBE, 2010). The lack of quantitative data about
the persistence of the egg tooth in crocodilians rendered
it impossible to associate them with any other function in
these reptiles.

The variations in the chronological emergence of the
structures can be explained, in part, by the incubation
temperature, which may vary under natural conditions
within and among nests; hence, the incubation period is
often variable (LANG, ANDREWS and WHITAKER, 1989;
PINA, LARRIERA, MEDINA et al., 2007). In addition
to temperature, development may be influenced by other
variables such as nest humidity (PACKARD and PACKARD,
1984), gas environment (WARBURTON, HASTINGS and
WANG, 1995) and acid-base equilibrium (ETCHBERGER,
EWERT, PHILLIPS et al., 1992). This may explain the
differences between the species reported by Ferguson
(1987), Iungman, Pina and Siroski (2008), Magnusson and
Taylor (1980), and M. niger, considering that the latter was
collected in an area of natural incubation. Thus, the main
differences are concentrated in chronological variations.
Further studies are needed for a comparative phylogenetic
analysis due to the high potential for intra and interspecific
variations in species.
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