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RESUMO

A tartaruga-verde, Chelonia mydas, possui ampla distribuicdo geografica
circuntropical, ocorrendo em toda zona costeira brasileira. A espécie esta incluida em
diversas listas de animais ameacados de extingdo, sendo assim fundamental a
elaboracdo de modelos demogréaficos que possam vir a subsidiar futuros planos de
manejo. Contudo, muitos aspectos referentes a historia de vida destes animais ainda séo
pouco conhecidos, por serem animais marinhos de dificil observacdo, especialmente
durante o periodo que despendem nas &reas de alimentacdo e durante as grandes
migracOes. As tartarugas marinhas apresentam caracteristicas, em seu ciclo de vida, que
dificultam a realizacdo de estudos de marcacdo e recaptura, para determinacdo de
parametros importantes como crescimento e determinacdo de idade. Por esta razéo,
muitos estudos envolvendo determinacdo de idade utilizando linhas ciclicas de
crescimento presentes nos tecidos rigidos - esqueletocronologia, vém sendo acumulados
para esta espécie. Muito pouco se sabe sobre quaisquer aspectos relacionados as etapas
do ciclo de vida das tartarugas marinhas que habitam o litoral do Rio Grande do Sul,
deste modo, este estudo tem como principal objetivo avaliar a técnica histologica
utilizada usualmente nas analises de esqueletocronologia em tartarugas marinhas a fim
de verificar a ocorréncia de crescimento ciclico nos 0ssos e de se obter estimativas de
idade para a populacdo local. As amostras sdo provenientes de tartarugas-verdes
encalhadas no litoral norte do Rio Grande do Sul e coletadas, de forma sistemética entre
Torres e Mostardas, de marco de 1994 a setembro de 2003. Os 89 exemplares (35%) de
tartarugas-verdes registrados indicam que a espécie é a segunda em numero de
ocorréncias, sendo menos freqliente apenas que Caretta caretta (54%). Foi verificada
apenas a ocorréncia de exemplares juvenis (ccc = 29,0 a 52,0 cm, média = 38,9cm), que
estdo iniciando o periodo de desenvolvimento costeiro. A técnica avaliada néo
apresentou os resultados esperados, necessitando de algumas modificagdes
metodoldgicas. A partir da observacdo dos cortes histolégicos pbde-se constatar a
presenca de linhas de crescimento 6sseo em apenas onze dos vinte e quatro individuos
que apresentaram resultados satisfatorios na preparacdo histoldgica, indicando que a
deposicao das linhas pode ser variavel e dependente de fatores ambientais. Nos onze
individuos puderam ser distinguidas de uma a cinco linhas de crescimento, indicando
uma idade entre 1 e 5 anos para o término da fase no ambiente pelagico. Com estes
resultados obteve-se o primeiro registro da presenca de linhas de crescimento 6sseo,
assim como, a primeira estimativa de idade para a populacdo de Chelonia mydas no
inicio de sua fase de desenvolvimento costeiro no Brasil.



1 - INTRODUCAO

1.1- Tartarugas Marinhas — Diversidade, ocorréncia no Brasil e conservagao

As tartarugas marinhas pertencem a Classe Reptilia, Ordem Testudines, Subordem
Cryptodira (POUGH et al., 1998). Os primeiros fosseis de tartarugas marinhas datam de
sedimentos de 110 milhdes de anos atrds (HIRAYAMA, 1998) e a diversidade morfoldgica e
taxondmica conhecida no registro féssil supera a conhecida no presente. Apenas sete
espécies sdo conhecidas atualmente, estando divididas em duas familias, sendo seis
espécies de tartarugas marinhas com casco recoberto por escudos corneos, da familia
Cheloniidae (Gray, 1825), e uma espécie morfologicamente divergente, com casco
recoberto por epiderme coridcea, da familia Dermochelyidae (Wieland, 1902) (PRITCHARD,
1979).

As sete espécies consideradas pela taxonomia vigente incluem: Caretta caretta
(Linnaeus, 1758), Chelonia mydas (Linnaeus, 1758), Eretmochelys imbricata (Linnaeus,
1766), Lepidochelys olivacea (Eschscholtz, 1829), Lepidochelys kempii (Garman, 1880),
Natator depressus (Garman, 1880) e Dermochelys coriacea (Linnaeus, 1766). Uma oitava
espécie, a tartaruga-negra ou tartaruga-verde-do-Pacifico-Leste (Chelonia agassizii), é
reconhecida por alguns bi6logos (e.g., ALVARADO et al., 1993; PRITCHARD & MORTIMER,
1999), porém os dados morfoldgicos, bioquimicos e genéticos publicados até a presente
data séo conflitantes, indicando a necessidade de mais estudos que definam a sua relacéo
com Chelonia mydas (ver detalhes em BOWEN & KARL, 1997 e PRITCHARD, 1997).

No Brasil, sdo encontradas cinco espécies, a tartaruga-cabecuda (Caretta caretta), a
tartaruga-verde (Chelonia mydas), a tartaruga-de-pente (Eretmochelys imbricata), a

tartaruga-oliva (Lepidochelys olivacea) e a tartaruga-de-couro (Dermochelys coriacea),



que desovam no continente ou em ilhas ocednicas das regides nordeste e sudeste
(MARCOVALDI & MARCOVALDI, 1999). Fora da estagdo reprodutiva, adultos e individuos
juvenis em varios estagios de desenvolvimento podem ser encontrados ao longo de quase
todo litoral, especialmente nas areas de alimentacdo (MARCOVALDI et al., 1998;
MARCOVALDI & MARCOVALDI, 1999; GALLO et al., 2000; MARCOVALDI et al., 2000).
Atualmente o maior acumulo de informacg6es a respeito das tartarugas marinhas no Brasil
esta centrado em aspectos ligados a reproducao.

No Rio Grande do Sul ja foram registradas as cinco espécies de tartarugas marinhas
encontradas no Brasil, porém a tartaruga-de-pente e a tartaruga-oliva parecem ocorrer
apenas ocasionalmente (LEMA & FERREIRA, 1990; D’AMATO, 1992; MARTINS et al., 1996;
PINEDO et al., 1996; SOTO & BEHEREGARAY, 1997a; MORENO et al., 2003). Entre as
demais espécies tém sido observadas grandes diferencas nas freqliéncias de ocorréncia
relativas e, especialmente, nas classes de tamanho dos individuos encontrados na regido
(MARTINS et al., 1996; SILVA & ALMEIDA, 1998; NAKASHIMA, et al., 2001; MORENO et al.,
2003). Diferencas sazonais nas taxas de ocorréncia também parecem ocorrer, porém muito
pouco ainda se conhece a este respeito neste Estado (NAKASHIMA, et al., 2001; TRIGO &
BORGES-MARTINS, 2001; TRIGO et al., 2001).

Em todo mundo, estes répteis tém sido cacados ha centenas de anos, por causa de
sua carne, Oleo, carapaca, pele e ovos. Entretanto, foi no inicio deste século que sua
comercializacdo cresceu consideravelmente. A captura insustentavel resultou em um
esgotamento muito rapido de numerosas col6nias, estando algumas destas atualmente
préximas a extingdo (MARQUEZ, 1990).

Inimeras ameagcas a estes animais sdo conhecidas, tanto nas praias de desova como
em &reas oceanicas e costeiras, durante o periodo migratdrio e de alimentacdo (CAMARA,

1982). A urbanizacdo das praias, com a construcdo crescente de edificacdes, o alto trafego



de pessoas e a iluminacdo noturna sdo, atualmente, uma grande ameaca a manutencéo das
areas de desova (PETERS & VERHOEVEN, 1994; WITHERINGTON, 1999). J& em relacdo ao
ambiente marinho, altas taxas de mortalidade tém sido observadas e se devem
principalmente a captura acidental em redes de pesca de emalhe e de arrasto, bem como em
espinhéis de pesca ocednica (SHOOP & RUCKDESCHEL, 1982; CHAN et al., 1988;
CAILLOUET et al., 1991; GUINEA et al., 1997; ACHAVAL et al., 1998; BARATA et al., 1998;
ECKERT & SARTI, 1998; MARCOVALDI et al., 1998; OTT et al., 1999; GALLO et al., 2000;
MARCOVALDI et al. 2000). Ameacas adicionais como a polui¢do dos oceanos, também tem
contribuido para o aumento dos riscos de extingcdo destes animais (GIBSON & SMITH,
1999).

Assim, todas as espécies, exceto Natator depressus, estdo classificadas como
Ameacadas ou Vulneraveis na Lista Vermelha da Unido Mundial para a Conservacao da
Natureza (IUCN, 2003). Todas espécies constam do Apéndice | da Convencgdo sobre o
Comércio Internacional de Espécies Ameacadas de Fauna e Flora Selvagem e todas, exceto
Natator depressus, constam também dos Apéndices | e Il da Convencdo sobre a
Conservacdo de Espécies Migratorias de Animais Selvagens (CEM ou Convencdo de

Bona) (HYKLE, 1999).

1.2- Chelonia mydas — Caracteristicas gerais, biologia e distribuicao

A tartaruga marinha Chelonia mydas (Linnaeus, 1758) (Fig.1) é popularmente
conhecida como tartaruga-verde, recebendo este nome em funcdo da coloracdo de seu 6leo
(HIRTH, 1971). S&o animais grandes, que atingem cerca de 120 cm de comprimento da

carapaca e que podem pesar aproximadamente 230 kg (PRITCHARD & MORTIMER, 1999). A



tartaruga-verde é um animal tipicamente nectbnico e solitario, podendo ocasionalmente

formar agregacOes em areas de alimentacdo (MARQUEZ, 1990).

Figura 1 - Exemplar de Chelonia mydas encalhado no litoral norte do Rio Grande do Sul.

Foto Rodrigo Baleia.

As tartarugas-verdes sdo facilmente diagnosticaveis das demais tartarugas marinhas
por apresentarem as seguintes caracteristicas: quatro pares de escudos laterais ou costais;
doze pares de escudos marginais; cinco escudos vertebrais ou centrais, com o mais anterior
em contato com o escudo nucal e mais dois pares de escudos marginais; a cabeca possui um
Unico par de escudos pré-frontais (entre as Orbitas) e quatro pares de placas pos-orbitais
(CARR, 1952; PRITCHARD & TREBBAU, 1984).

Apresentam coloracdo com grande variacdo individual e ontogenética. A carapaca €
preta nos filhotes, porém nos adultos a coloracdo varia de marrom até quase preta, podendo
ser uniforme ou, ainda, apresentar manchas ou listras. O plastrdo, que é totalmente branco

nos filhotes, torna-se gradativamente amarelado com a maturidade (PRITCHARD &



MORTIMER, 1999). As escamas dorsais da cabeca e dos membros sdo pretas nos filhotes,
tornando-se marrons ou acinzentadas com as bordas claras, a medida que o animal cresce
(PRITCHARD & TREBBAU, 1984).

Durante os primeiros anos de vida, as tartarugas-verdes sao onivoras, consumindo
preferencialmente alimento de origem animal (BJORNDAL, 1985). Depois deste primeiro
estagio, estes animais tornam-se predominantemente herbivoros, ocupando um nicho Unico
entre as tartarugas marinhas (BJORNDAL, 1997), e raro, mesmo entre outros grandes
vertebrados marinhos. As tartarugas-verdes alimentam-se principalmente de
monocotileddneas marinhas (e.g. Thalassia testudinum) e de algas, todavia também
consomem matéria animal, particularmente aguas-vivas, salpas e esponjas (BJORNDAL,
1997). VariagOes na dieta principal podem ser observadas, dependendo da populagéo e de
sua distribuicdo geografica (FERREIRA, 1968; BJORNDAL, 1980; SAZIMA & SAZIMA, 1983).

As tartarugas-verdes ocupam uma grande variedade de hébitats ao longo de sua
vida, incluindo héabitats pelagicos oceénicos, quando jovens, e zonas de desenvolvimento,
alimentacédo e desova, em regides costeiras, quando juvenis ou adultos (MUSICK & LIMPUS,
1997). Esta espécie migra de col6nias de reproducdo para areas de alimentagdo, as quais
podem distar milhares de quildmetros. Os intervalos entre as sucessivas migragdes para
desova dependem da populacdo, da localizacdo e da qualidade das areas de alimentacédo
(MARQUEZ, 1990). As fémeas usualmente apresentam fidelidade ao sitio de desova, ou
seja, elas retornam para colocar os ovos em locais proximos aos utilizados na Ultima
estacdo reprodutiva (MEYLAN et al., 1990), ou ainda, retornam para a mesma praia de onde
emergiram como filhotes (BoweN et al., 1992). Esta fidelidade resulta em uma
estruturacdo da espécie em diversas populagdes reprodutivas, pelo menos em relacdo as
fémeas (BOWEN & AVISE, 1994). J4, estudos de marcacdo-recaptura e analises genéticas,

tém revelado que areas de forrageio podem ser compartilhadas por diferentes populacoes



de tartarugas-verdes (PRITCHARD, 1969; CARR, 1975; MORTIMER & CARR, 1987; BOWEN
& AVISE, 1995; MEYLAN, 1995; LAHANAS et al., 1998; BAss & WITzELL, 2000).

A distribuicdo geografica da tartaruga-verde é bastante ampla, abrangendo os
ambientes tropicais e ocasionalmente subtropicais nos Oceanos Atlantico, Pacifico e indico
e nos Mares Mediterraneo e Vermelho (PRITCHARD & MORTIMER, 1999). A maioria das
areas de reproducdo encontra-se em locais onde a temperatura da agua é superior a 25°C
(MARQUEZ, 1990). As col6nias reprodutivas podem ser encontradas no litoral dos
continentes (como na Costa Rica e Suriname), em ilhas em barreiras de coral (Austrélia), ou
em ilhas oceénicas remotas (por exemplo, Ilha Ascensdo e Atol das Rocas) (PRITCHARD,
1997).

No Brasil, embora existam registros esporadicos de desovas em alguns pontos no
litoral dos estados do Rio Grande do Norte, Bahia, Sergipe e Espirito Santo (MARCOVALDI
& LAURENT, 1996; MARCOVALDI & MARCOVALDI, 1999), a espécie reproduz-se
regularmente apenas em ilhas oceanicas como Trindade, Atol das Rocas e Fernando de
Noronha (BELLINI & SALES, 1992; BELLINI et al., 1995; MOREIRA et al., 1995;
MARCOVALDI & MARCOVALDI, 1999). Além disso, a tartaruga-verde pode ser encontrada
em areas de alimentacdo ao longo da costa brasileira até a regido Sudeste, e nas llhas de
Fernando de Noronha e Atol das Rocas (MARCOVALDI et al. 1998, 2000; SANCHES &
BELLINI, 1999; GALLO et al., 2000).

Na Regido Sul do Brasil foi registrada a ocorréncia de tartarugas-verdes juvenis em
Santa Catarina (LEMA e FERREIRA, 1990) e, juvenis e adultas, no estado do Parana
(D’AMATO, 1991). No Rio Grande do Sul existem registros para toda a costa baseados,
principalmente, em encalhes de animais mortos nas praias (LEMA & FERREIRA, 1990;
MARTINS et al., 1996; PINEDO et al.,1996; SILVA & ALMEIDA, 1998; BUGONI & KRAUSE,

2001; MoRreNo et al., 2003). Um registro indica também a ocorréncia da espécie no



interior da Laguna dos Patos, pelo menos até a regido do Saco de Tapes (SoTo &
BEHEREGARAY, 1997D).

Para o Uruguai foram registradas ocorréncias desta espécie em toda costa e ao
longo do estuario do Rio da Prata (ACHAVAL, 1965; ACHAVAL, 1968; GUDYNAS, 1980;
FRAZIER, 1984). Na Argentina os registros abrangem, além do estuario do Rio da Prata,
ainda a costa leste da provincia de Buenos Aires, principalmente nas proximidades da
cidade de Mar del Plata (FRAZIER, 1984). Em ambos paises sdo encontrados somente

individuos juvenis (FRAZIER, 1984).

1.3- Estudos de crescimento e determinacéo de idade

O conhecimento das taxas de crescimento naturais e da idade dos individuos de
uma populagdo é fundamental para entender a demografia, avaliar a qualidade do habitat, e
projetar planos de manejo e medidas conservacionistas adequadas para as espécies
ameacadas de extin¢do (BJORNDAL & BOLTEN, 1988).

Para se determinar o crescimento dois tipos de técnicas podem ser reconhecidas: as
diretas e as indiretas. As medidas diretas de crescimento consistem em determinar o
aumento de tamanho dos individuos ao longo do tempo através de sua marcacdo e
recaptura. Os métodos indiretos fornecem estimativas de taxas de crescimento passadas.
Estes incluem as analises de freqliéncia de comprimento dos individuos em amostras da
populacdo e o exame de marcas de crescimento em tecidos rigidos (DAM, 1999).

Em muitas espécies de animais, a técnica de marcacao e recaptura é dificil de ser
executada, e por esta razdo, muitos estudos utilizando a analise de linhas ciclicas de
crescimento presentes nos tecidos rigidos vém sendo desenvolvidos em diversos grupos de

vertebrados.



Em peixes, por exemplo, as estruturas utilizadas sdo principalmente os otdlitos
(PANELLA, 1971; CERCHIARI & ANDRADE, 2000; LEITE JR. & HAIMOVICI, 2000), enquanto
em mamiferos, estas linhas ciclicas s@o observadas nos dentes (HOHN & FERNANDEZ, 1999;
PINEDO & HOHN, 2000; RosAS et al., 2003; SANTOS et al., 2003). Ja em anfibios e répteis,
0 padrao ciclico de crescimento é evidenciado nos 0ssos longos.

A andlise de marcas de crescimento nos 0ssos é denominada esqueletocronologia.
Inimeros trabalhos vém sendo desenvolvidos com a utilizacdo deste método no grupo dos
anfibios (e.g. CAETANO, 1990; ESTEBAN, 1990; LECLAIR, 1990; MONTORI, 1990; CASTANET
et al., 1996; PARHAM et al., 1996; GUARINO et al., 1998; SAGOR et al., 1998; SULLIVAN &
FERNANDEZ, 1999; ALCOBENDAS et al., 2000; MEASEY, 2001). Igualmente para os répteis,
a esqueletocronologia tém sido amplamente utilizada (e.g. CASTANET et al., 1988; SANDER,
1990; EL MOUDEN et al., 1999; HORNER et al., 1999; WAYE, 1999; VARELLA & CABRERA,
2000). Muitos destes estudos, principalmente em anfibios e lagartos, vém sendo associados
a marcacdo e recaptura, visto que o método de marcagdo, que consiste no corte das
falanges dos animais capturados, também proporciona as amostras para a
esqueletocronologia (CASTANET et al., 1988; CAETANO, 1990; GUARINO et al., 1998;
SAGOR et al., 1998; SULLIVAN et al., 1999; MIAUD et al., 2000; MEASEY, 2001).

No grupo dos quel6nios, além dos 0ssos (e.g. CASTANET & CHEYLAN, 1979,
CASTANET, 1982 apud ZuG et al.1986), a carapaca também é amplamente utilizada na
determinacdo da idade dos animais através da contagem dos anéis de crescimento em seus
escudos epidérmicos (revisdes em GRAHAM, 1979, GERMANO & BURY, 1998 e WILSON et

al., 2003).



1.3.1 — Crescimento e determinacgéo de idade em tartarugas marinhas

Inimeros trabalhos tém sido realizados com espécies de tartarugas marinhas,
através de marcacdo e recaptura (e.g., CARR & GODMAN, 1970; LimMPUS & WALTER, 1980;
FRAZER & EHRHART, 1985; FRAZER & LADNER, 1986; BJORNDAL & BOLTEN, 1988;
BouLoN & FRAZER, 1990; CoLLAzO et al., 1992; EHRHART & WITHAM 1992; GREEN,
1993; SHAVER, 1994; BALAZS, 1995), contudo, estes animais possuem caracteristicas que
dificultam a realizacdo deste tipo de estudo. As tartarugas marinhas possuem crescimento
lento, necessitando de um grande investimento de tempo para se obter resultados
satisfatorios. A probabilidade de recaptura dos individuos marcados é muito baixa, devido
as peculiaridades de cada estdgio de vida (por exemplo, filhotes ocupando um habitat
pelagico) e também as altas taxas de mortalidade no estagio juvenil de vida, além da alta
mortalidade, induzida pelo homem, tanto de juvenis quanto de adultos (BJORNDAL &
BOLTEN, 1995).

Devido a impossibilidade técnica de marcacdo de filhotes para seu posterior
reconhecimento quando adultos, ndo existem dados sobre crescimento longitudinal para
toda fase de crescimento juvenil para nenhuma das espécies (ZUG & PARHAM, 1996).
Nenhum individuo foi, até hoje, rastreado desde 0 nascimento até o retorno a praia para
desova. Por esta razdo, as estimativas de idade de maturacdo sexual para as espécies de
tartarugas marinhas derivam de extrapolacdes de modelos de crescimento (ZuG et al.
1997).

A estrutura da carapaca das tartarugas marinhas ndo permite a contagem de linhas
de crescimento (HOHN & FRAZIER, 1979; TUCKER & LiMPUS, 1992), e por isso, 0 método
indireto de determinacdo de idade que mais vém sendo utilizado para estes animais é a

esqueletocronologia. Estudos deste tipo ja foram realizados em vérias espécies de



tartarugas marinhas, abrangendo populacGes de diferentes locais: Caretta caretta (ZUG et
al., 1986; KLINGER & MusICK, 1992; ZuG et al., 1995; PARHAM & ZUG, 1998; COLES et
al., 2001); Lepidochelys kempii (ZuG, 1991; ZuG et al., 1997); Dermochelys coriacea
(ZUG & PARHAM, 1996); e Chelonia mydas (BJORNDAL et al., 1998; ZuG & BALAZS, 1985;
ZUG & GLOR, 1998; Zua et al., 2002).

As analises de esqueletocronologia produzem estimativas de idade, ndo idades
reais. Sua utilidade ndo é para a identificacdo da idade individual dos animais, mas sim
para predizer o padrdo de crescimento da populacdo e uma idade de maturagdo média (ZUG
et al. 1997). As linhas 6sseas do cdrtex sdo as linhas de crescimento utilizadas neste tipo de
estudo. Admite-se que estas linhas de crescimento sdo produtos de um crescimento anual.
Cada linha de crescimento consiste de uma area de coloragdo clara e de uma area de
coloracdo escura. A area clara representa uma area de réapido crescimento, e a escura,
crescimento lento ou nulo. Juntas, as &reas claras e escuras adjacentes representam um
ciclo completo de crescimento (ZuUG et al., 1986).

Visto que a reabsorcdo e remodelagem sdo as principais caracteristicas do
crescimento do 0sso em tartarugas marinhas, as técnicas de esqueletocronologia devem
quantificar a perda progressiva das primeiras linhas de crescimento (Zuc et al., 1997).
Segundo CASTANET & SMIRINA (1990), os 0ssos longos dos membros séo as partes mais
adequadas do esqueleto para a analise das marcas de crescimento. O Umero e o fémur
retém numerosas linhas de peridsteo na porcdo média da diafise, onde o peridsteo do
cortex € mais espesso e a cavidade medular é mais estreita, sendo esta a regido que contém

0 maior numero de linhas de peridsteo ndo modificadas (ZuG, 1990).
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1.3.2 - Crescimento e determinacdo de idade em Chelonia mydas

Para Chelonia mydas, estudos sobre crescimento e determinacdo de idade vém
sendo realizados em diversas de suas populagdes. Aqueles envolvendo o método de
marcacdo e recaptura ja foram conduzidos tanto para individuos juvenis quanto para
adultos, principalmente no Hawai (BALAzs, 1995), Australia (LiIMPUS & WALTER, 1980),
Ilha de Ascencdo, Suriname, Costa Rica (FRAZER & LADNER, 1986) e Flérida (MENDONCA,
1981; FRAZER & EHRHART, 1985). Da mesma forma, a esqueletocronologia também tem
sido amplamente empregada para acessar estes parametros, obviamente requeridos para um
melhor entendimento da dindmica populacional das espécies. Esta técnica ja foi utilizada
em populacdes do Hawaii (ZuG & BALAZS, 1985; ZuG et al., 2002), Flérida (ZuG & GLOR,
1998) e Bahamas (BJORNDAL et al., 1998).

No Brasil estudos sobre padrdes de crescimento em Chelonia mydas, assim como
para as demais espécies, ndao foram realizados até o momento. Em &reas com grande
concentracdo de individuos, principalmente juvenis, como no Arquipélago de Fernando de
Noronha (SANCHES & BELLINI, 1999), foram desenvolvidos estudos envolvendo a
metodologia de marcacao e recaptura, porém consideracdes referentes ao crescimento ndo
foram abordadas.

Muito pouco se sabe, ainda, sobre quaisquer aspectos relacionados as etapas do
ciclo de vida das tartarugas marinhas que habitam o litoral do Rio Grande do Sul.
Entretanto, a partir do registro de encalhes destes animais nesta regido (MORENO et al.,
2003), o grande numero de individuos encontrados mortos sdo convertidos em espécimes
potencialmente valiosos para diversos tipos de pesquisa.

A morfologia da costa do RS é extremamente favoravel para o registro periédico do

encalhe de animais marinhos, visto que apresenta um litoral uniforme com uma grande
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extensdo de area aberta, ndo apresentando elevacdes (a excecdo de Torres) fora dos
comoros de areia, cujas cotas altimétricas raras vezes alcancam 20 metros (RAMBO, 1994).
A analise de exemplares encalhados pode auxiliar na coleta de dados biologicos,
principalmente no estudo daquelas espécies animais de dificil observagdo ou ameacadas de
extingdo, como é o caso de Chelonia mydas, onde a coleta proposital é obviamente
incoerente.

A oportunidade de aquisicdo de amostras de tecido 6sseo, sem o sacrificio de
animais, torna possivel a utilizagdo da esqueletocronologia para a populacdo desta regido.
Além disso, a abundancia de encalhes da espécie possibilita a obtencdo de um grande
ntmero de amostras (NAKASHIMA, et al., 2001; MoReNO et al., 2003).

A distribuicdo das classes de tamanho observadas para esta populagdo indica que
esta é composta por individuos juvenis (TRIGO & BORGES-MARTINS, 2001). Visto que a
reabsorcdo e remodelagem sdo as principais caracteristicas do crescimento do 0sso em
tartarugas marinhas, e que esta reabsor¢do acentua-se a medida que o animal cresce,
espera-se que os individuos juvenis, encontrados no litoral do Rio Grande do Sul, sejam
mais faceis de serem estudados por esta técnica, ja& que a remodelagem Ossea € muito
menor do que nos subadultos e adultos.

O tamanho dos animais da populacdo do litoral do RS condiz com aquele no qual
estes aparecem na costa pela primeira vez desde sua entrada no mar, logo ap6s o
nascimento (BJORNDAL & BOLTEN, 1988; BJORNDAL & BOLTEN, 1988; BALAZS, 1995).
Muito pouco se sabe ainda sobre o habitat ocupado pelos animais mais jovens, e por esta
razdo, este periodo, entre 0 nascimento e 0 retorno a regido costeira, é freqlientemente
referido como “lost year” (PRITCHARD & TREBBAU, 1984). Assim, torna-se importante a
realizagdo de estudos sobre a idade dos animais que estéo nesta fase do ciclo de vida, visto

que a aquisicdo de dados sobre este periodo €, também, grandemente impedida pela falta
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de técnicas de marcacdo adequadas e duraveis para 0s animais recém-nascidos (WITHAN,
1980).

O presente estudo tem por objetivo ampliar o atual conhecimento sobre as
tartarugas-verdes no litoral do Rio Grande do Sul com relagédo a aspectos relacionados ao
crescimento e idade. Os objetivos especificos sdo:

- Avaliar a técnica histologica utilizada usualmente nas analises de crescimento

dsseo em tartarugas marinhas.

- Verificar a ocorréncia de crescimento ciclico nos ossos a fim de se obter

estimativas de idade de Chelonia mydas no Estado do Rio Grande do Sul.
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2—- MATERIAIS E METODOS

2.1 — Area de estudo

O estudo foi conduzido na costa norte do estado do Rio Grande do Sul, entre a
barra do Rio Mampituba, em Torres (29°19’S, 49°43’W), e a barra da Lagoa do Peixe, em
Mostardas (31°22’S, 51°02’W). Esta area cobre 271 km de praias e inclui duas
comunidades pesqueiras artesanais: Torres e Tramandai/lmbé (29°58°S, 50°07°W) (Fig. 2).

A érea de estudo apresenta clima subtropical a temperado (MoORENO, 1961) e
localiza-se nas proximidades da Zona de Convergéncia Subtropical, possuindo um padréo
complexo de diferentes tipos de dgua. A regido apresenta a influéncia de duas correntes: a
Corrente do Brasil e a Corrente das Malvinas. Durante o periodo do verao, esta regido é
influenciada por aguas tropicais de maior temperatura (>20°C) e salinidade (36,00%o)
proveniente da Corrente do Brasil. Nos meses de inverno, a plataforma continental é
dominada pelas 4guas continentais do Rio da Prata e da Lagoa dos Patos, bem como pelas
aguas frias (4 a 15°C) e de baixa salinidade (33,70%0 a 34,15%o0) da Corrente das Malvinas
(GARCIA, 1997). As marés possuem uma amplitude de cerca de 50 cm, com a maré alta
ocorrendo ao meio-dia e meia-noite. Entretanto os ventos possuem uma influéncia
predominante no nivel do mar, baixando 0 mesmo com ventos de nordeste e levantando

com os de sul.
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2.2 — Metodologia de campo

As amostras foram coletadas durante monitoramentos de praia com freqiéncia
aproximadamente mensal, realizados entre marco de 1994 e setembro de 2003, ao longo
dos 271 km da area de estudo. Cada monitoramento teve a duracdo aproximada de dois
dias, sendo um dia destinado ao percurso do trecho Tramandai/Mostardas, e 0 outro, ao
trecho Imbé/Torres. Durante o periodo de estudo, foram percorridos 18.298 km.

Estes monitoramentos fazem parte de um projeto sistematico de levantamento dos
encalhes de mamiferos marinhos e tartarugas marinhas do Litoral Norte do Rio Grande do
Sul, implementado pelo Grupo de Estudos de Mamiferos Aquaticos do Rio Grande do Sul
(GEMARS), em parceria com o Centro de Estudos Costeiros, Limnol6gicos e Marinhos da
UFRGS (CECLIMAR). Este projeto visa, a partir da andlise das carcagas encalhadas
regularmente no litoral do Estado, fornecer informacdes sobre os padrdes de ocorréncia das
diferentes espécies de mamiferos marinhos e tartarugas marinhas, bem como identificar
seus problemas de conservacdo e subsidiar estudos sobre a ecologia e histéria natural
destas espécies. Apesar das amostras terem sido coletadas desde 1994, a participagdo
efetiva da autora no projeto e, consequentemente, nas coletas, teve inicio no ano 2000.
Entretanto, todo o material coletado desde o inicio do projeto foi disponibilizado pelo
GEMARS.

Em campo, os individuos foram medidos (Fig.3a) e, quando possivel, pesados e
sexados. Entretanto, devido, principalmente, ao estado avancado de decomposicdo de
alguns espécimes estes ndo apresentaram condigdes para a realizacdo de tais
procedimentos. As medidas basicas tomadas para cada animal foram o comprimento
curvilineo da carapaca (ccc) e a largura curvilinea méxima da carapaca (lcc). O

comprimento curvilineo é medido na linha mediana da carapaca, desde o ponto médio

16



anterior (escudo nucal) até a porcdo mais distal das escamas supracaudais (Fig3b). Ja a
largura curvilinea € medida no ponto mais largo da carapaca (Fig.3c) (BOLTEN, 1999). As
medidas foram realizadas com uma fita metrica flexivel com preciséo de 0,5 centimetro.
Os cranios e Umeros das tartarugas foram coletados e acondicionados em sacos
plasticos permeaveis a dgua. Todas as pecas Osseas coletadas foram mantidas em tanques
sob a acdo de agua corrente para a maceracdo dos tecidos moles. Este processo de
maceragéo e limpeza foi realizado no CECLIMAR. Todo o material testemunho coletado
recebeu um numero de registro nos catalogos de campo do GEMARS e, posteriormente,
foi tombado na Colegdo de Anexos do Laboratdrio de Herpetologia do Museu de Ciéncias

e Tecnologia da PUCRS (MCPAN).

Figura 3 — Medidas realizadas em campo nos exemplares de Chelonia mydas encontrados
encalhados no litoral do Rio Grande do Sul. (a) e (b) comprimento curvilineo da carapaca
(ccc); (c) largura curvilinea da carapaca (lcc). Figuras (b) e (c) modificadas a partir de
BOLTEN (1999).
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2.3 — Material

O material utilizado neste estudo consiste de 89 exemplares da espécie Chelonia
mydas coletados na area de estudo, entre os anos de 1994 e 2003 (Anexo I). Setenta e trés
especimes desta amostra foram utilizados na andlise das classes de tamanho e, cinglienta e
quatro espécimes (Tab.l) foram utilizados para a analise das marcas de crescimento. Todos
os exemplares encontram-se depositados na Colecdo de Anexos do Laboratério de

Herpetologia do Museu de Ciéncias e Tecnologia da PUCRS (MCPAN).

2.4 — Andlise das classes de tamanho

As medidas de comprimento curvilineo da carapaca (ccc), realizadas para cada
exemplar de tartaruga-verde coletado, foram agrupadas em classes para uma melhor
visualizacdo da faixa de tamanho registrada. A partir dos comprimentos dos animais
coletados, seis classes de tamanho foram estabelecidas: 1) 25-30 cm; 2) <30-35 cm; 3)

<35-40 cm; 4) <40-45 cm; 5) <45-50 cm; 6) <50 -55 cm.

2.5 — Andlise das marcas de crescimento

Os espécimes foram processados com o objetivo de implementar uma rotina de
preparacdo histologica para a populacdo do litoral do Rio Grande do Sul. Devido a
importancia da selecdo dos 0ssos, e partes destes, mais adequados para a realizagcdo das
analises das marcas de crescimento, nem todos individuos coletados puderam ser utilizados
nas analises. Muitos dos individuos encalhados ndo possuiam os membros anteriores ou

posteriores (devido a predagdo, malformacéo, estado avancado de putrefagdo ou remocao
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por pescadores e moradores locais), sendo assim retirados da amostra. Mesmo sendo
possivel a utilizacdo de outros 0ssos longos para a realizacdo da andlise, foram utilizados
apenas 0s Umeros para padronizar a amostra. Mesmo que o padrdo geral das linhas nos
diferentes 0ssos de um individuo seja usualmente o mesmo, diferentes 0ssos e ateé
diferentes partes destes podem diferir na duracdo dos periodos de crescimento e, assim,
registrar diferentes nimeros de ciclos de crescimento (CASTANET & SMIRINA, 1990).
Sendo assim a presenga de outros 0ssos nos individuos encalhados ndo foi levada em
consideracdo. Os Umeros dos exemplares coletados foram isolados e macerados em agua
para a remocao dos tecidos moles. Posteriormente ao processo de maceracdo dos tecidos,
0s 0ssos foram lavados e secos, sendo entdo, estocados em colecao.

A preparacdo das amostras para a analise das marcas de crescimento baseou-se na
metodologia empregada por ZuG et al. (1986). Esta técnica é usualmente a mais utilizada
para a realizacdo deste tipo de estudo de determinacdo de idade em tartarugas marinhas
(e.g. ZUG & PARHAM, 1996; PARHAM & ZUG, 1998; ZuG & GLOR, 1998; ZUG et al., 2002;
BJORNDAL et al., 2003). Algumas modificacGes na preparacdo histologica de ZuG et al.
(1986) tiveram que ser realizadas em funcdo das diferengas nos tipos de equipamentos
empregados, e da obtencdo de alguns resultados inesperados (discutidos em detalhe na
secdo 3.3.1). Todas modificacdes empregadas estédo descritas oportunamente adiante.

A preparacdo do material foi realizada conforme a descricdo a seguir:

Inicialmente, foram tomadas 12 medidas para cada Umero analisado (Fig.4, Tab.II).
A realizacdo destas medidas é importante uma vez que 0S 0ss0s Ssdo cortados,
impossibilitando, assim, futuras medicGes. Estas medidas podem vir a ser necessarias em
outros estudos sobre crescimento 6sseo, portanto o corte dos 0ssos sem a realizacdo destas
impediria a realizagdo destes novos estudos.

As medidas realizadas foram as seguintes:
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9

comprimento maximo (CM): distancia da extremidade mais préxima do
processo ulnar a superficie articular distal.

comprimento longitudinal (CL): distancia da superficie proxima a cabeca a
superficie articular distal, paralela ao eixo longitudinal do imero.

comprimento do processo ulnar (CPU): distancia da extremidade proximal do
processo ulnar até a juncdo da cabeca e do processo.

comprimento proximal (CP): distancia da superficie proxima a cabega até a
borda distal do processo radial, paralelo ao eixo longitudinal.

largura proximal (LP): distancia da superficie pré-axial da cabeca a superficie
pos-axial do processo ulnar, perpendicular ao eixo longitudinal.

comprimento do processo radial (CPR): distancia entre as bordas pré e pos
axiais do processo, diagonal ao eixo longitudinal.

largura na crista deltopeitoral (LCDp): distancia transversal da haste desde a
superficie pré até a pos-axial na crista deltopeitoral.

largura média (LM): distancia transversal da superficie pré até a pds-axial no
ponto de largura minima.

largura distal (LD): distancia transversal da superficie pré até a pos-axial na

juncdo dos condilos articulares com a haste (diéfise).

10) didmetro méaximo da cabega (DCMax).

11) didmetro minimo da cabeca (DCMin).

12) espessura (E): profundidade minima no meio da haste, aproximadamente a

cerca da largura média (LM), perpendicular aos eixos longitudinal e

transversal.
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Tabela | — Caracterizagdo da amostra de Chelonia mydas utilizada para analise das marcas

de crescimento. NUmero de registro nos catdlogos de campo do GEMARS, para cada

individuo, com seu respectivo numero de registro na Cole¢do de Anexos do Laboratorio de

Herpetologia do Museu de Ciéncias e Tecnologia da PUCRS (MCPAN), data de coleta e

dados biometricos: comprimento curvilineo da carapaca (ccc) e largura curvilinea da

carapaca, ambos expressos em centimetros; massa do animal expressa em quilogramas.

GEMARS MCPAN Data Biometria

N° N° Ano cce (cm) Icc (cm) Massa (kg)
18 784 1994 - - -
27 326 1994 38,0 37,5 -
32 320 1994 34,5 315 -
33 783 1994 45,0 40,0 -
38 322 1995 35,0 - 49
39 327 1995 42,0 40,0 -
40 328 1995 34,5 30,5 -
77 774 1997 35,5 32,0 5,2
80 778 1997 37,0 35,0 -
86 777 1997 36,0 - -
87 769 1997 35,0 34,0 -
88 761 1997 39,0 37,0 -
89 785 1997 37,5 34,0 -
90 768 1997 38,5 - -
91 772 1997 - - -
92 776 1997 35,0 - -
101 771 1997 38,0 36,0 -
106 992 1997 39,0 37,0 -
109 990 1997 41,5 39,0 -
110 993 1997 44,0 40,0 -
111 991 1997 35,0 32,0 4,0
112 981 1997 42,0 39,0 6,5
113 763 1997 39,0 38,0 7,5
114 779 1997 39,0 36,0 7,25
115 762 1997 33,0 30,0 3,75
116 767 1997 39,0 37,0 6,8
117 979 1997 40,0 37,5 -
118 995 1997 35,0 33,5 -

21



Continuacao Tabela |

GEMARS MCPAN Data Biometria
N° N° Ano cce (cm) Icc (cm) Massa (kg)
122 985 1997 38,5 35,0 -
125 082 1997 43,0 43,0 8,5
127 984 1997 43,5 40,5 -
128 980 1997 40,0 39,5 -
129 986 1997 40,5 38,0 -
130 996 1997 36,0 32,0 -
131 087 1997 37,0 33,0 55
133 1044 1997 29,0 27,5 -
134 088 1997 40,0 38,0 -
135 983 1997 40,0 38,0 -
137 770 1997 33,0 33,0 -
138 773 1997 41,5 38,0 -
139 764 1997 - - -
146 765 1998 34,5 32,0 5,23
147 955 1998 40,0 37,0 7,5
148 959 1998 39,0 36,0 7,5
149 960 1998 38,5 - -
150 775 1998 38,0 35,0 -
152 780 1998 40,0 35,0 -
163 957 1998 37,0 36,0 -
164 1038 1998 38,0 34,5 -
172 962 1999 35,0 - -
174 1075 1999 42,0 39,5 -
176 958 1999 43,0 40,0 -
200 975 2000 45,5 44,0 -

204 1060 2000 38,5 38,5 -
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Figura 4 — Vista proximal (A), dorsal (B) e ventral (C) de Umero de um Cheloniidae
(modificado de ZuG et al.,1986) com a indicagcdo das medidas tomadas (conforme descrito
no item 2.5), principais estruturas anatdbmicas e o local de retirada da seccdo para
preparacdo histologica (a). Medidas conforme descrito no item 2.5: 1- comprimento
maximo (CM); 2- comprimento longitudinal (CL); 3- comprimento do processo ulnar
(CPU); 4- comprimento proximal (CP); 5- largura proximal (LP); 6- comprimento do
processo radial (CPR); 7- largura na crista deltapeitoral (LCDp); 8- largura média (LM); 9-
largura distal (LD); 10- diametro maximo da cabeca (DCMax); 11- didmetro minimo da
cabeca (DCMin); 12- espessura (E).
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Apos a realizacdo das medidas, uma seccdo transversal do osso foi retirada na

porcdo média da diafise, préxima a crista deltapeitoral. Esta seccdo foi obtida através da

utilizacdo de uma serra em arco manual (Fig. 5).

Figura 5 — (a) vista ventral do umero esquerdo de Chelonia mydas (escala 5 centimetros).
(b) realizacdo das medidas dos umeros com a utilizacdo de paquimetro. (c) e (d) corte da
seccdo na diafise do 0sso, com a utilizacdo de serra em arco. (d) corte da sec¢do na regido

proxima a crista deltapeitoral (seta).

Segundo SHEEHAN & HRAPCHAK (1973), para assegurar uma fixacdo e
descalcificacdo adequadas, o tecido selecionado ndo pode exceder 4 ou 5mm de espessura.
Assim, as secgdes foram cortadas com uma espessura de aproximadamente 3 mm. Apds o
corte, as seccdes foram, entdo, submetidas a preparacdo histolégica, que seguiu as etapas

descritas adiante.
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Fixacado

Segundo CoRMACK (1991), o processo de fixagdo previne a degeneracdo post-
mortem, e outras alteragdes estruturais enganosas nas células e tecidos, além de endurecer
os tecidos moles. Grande parte desta acdo pode ser atribuida ao fato de que os fixadores
coagulam as proteinas, que sdo abundantes nas células e tecidos. A etapa de fixacdo €
muito importante para a obtencdo de resultados satisfatérios quanto a estrutura dos tecidos,
visto que a acdo do descalcificador pode provocar alteragdes nesta estrutura se 0 processo
de fixacdo ndo for realizado com éxito. Devido as mudancas na etapa de descalcificacdo
(explicadas a seguir) alguns dos procedimentos na fixacdo do material tiveram que ser
modificados. Sendo necesséria a utilizacdo de dois tipos diferentes de fixadores, conforme

a solucdo empregada na descalcificacéo.

e Fixacdol

Conforme proposto por Zuc et al. (1986), uma parte das secc¢bes foi armazenada
em solucdo de 4% de formalina (formula de preparo no Anexo 2) por, pelo menos, 24
horas antes da descalcificacdo. O material fixado nesta solucdo foi, posteriormente,

descalcificado na solucédo n° 1 (descrita a seguir).

e Fixagdo 2
As demais sec¢des foram armazenadas em formalina 10% (formula de preparo no
Anexo 2), por um periodo de até 12 horas. Esta solucdo foi utilizada para fixar as amostras

submetidas as solugdes descalcificadoras n® 2 e 3 (descritas a seguir).
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Descalcificacéo
Outros dois tipos de descalcificadores, além daquele proposto por ZuG et al.

(1986), foram utilizados. As trés diferentes metodologias estdo descritas a seguir.

e Descalcificacdo 1

Nesta primeira metodologia foi utilizado o descalcificador proposto no trabalho de
ZuG et al. (1986), uma solucdo de partes iguais de acido formico 8% e &cido cloridrico 8%
(férmula de preparo no Anexo 2). Para se obter uma consisténcia elastica no material,
indicativa de uma descalcificacdo satisfatoria, ZuG et al. (1986) sugeriu um periodo de
descalcificacdo de 4 a 8 dias. Entretanto, como ndo foi verificada uma descalcificacdo
satisfatoria neste periodo, as sec¢des foram armazenadas na solu¢do por um tempo maior,
que variou de 12 a mais de 45 dias. Inicialmente as solugdes foram trocadas em um
intervalo de dois dias. Porém, como ndo se obteve a consisténcia ideal do material, com o

tempo sugerido por ZuUG et al. (1986), a solucdo passou a ser trocada diariamente.

e Descalcificacéo 2

O segundo tipo de descalcificacdo foi realizado com a utilizacdo de &cido nitrico
(formula de preparo no Anexo 2). Este acido € amplamente empregado em diversos
trabalhos de esqueletocronologia em anfibios e répteis (CASTANET et al., 1988; CASTANET
et al., 1996; ROSSELL JR. & SHEEHAN, 1998; GUARINO et al., 1998; SAGOR et al., 1998;
WAYE , 1999; VARELLA & CABRERA, 2000; MEASEY, 2001; BRUCE et al., 2002). Nos
trabalhos acima referidos a concentracdo da solugédo de &cido nitrico variou 2,5% até 10%.
Para este trabalho utilizou-se este &cido em uma concentracdo de 5%. As seccles
permaneceram neste descalcificador por um periodo semelhante ao da descalcificacéo 1,

aproximadamente 30 dias. A solugéo foi trocada diariamente.
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e Descalcificacdo 3

A Ultima metodologia empregada utilizou RDO, uma solucdo descalcificadora
comercial cujo ingrediente ativo é o &cido hidrocloridrico. O uso deste descalcificador €
amplamente empregado em estudos de marcas de crescimento em dentes de mamiferos
marinhos (HOHN & FERNANDEZ, 1999; PINEDO & HOHN, 2000; RoSAS et al., 2003; SANTOS
et al., 2003) e foi sugerido pela pesquisadora Aleta Hohn (com. pess.). Segundo Aleta
Hohn (com. pess.), a utilizacdo deste descalcificador ja usado na descalcificacdo de outros
materiais possibilita uma descalcificagdo mais adequada. Os o0ssos foram armazenados
nesta solugdo por um periodo de 6 a 12 horas. A solu¢do ndo foi trocada. Esta solucdo
também foi citada no trabalho de ZuG et al. (1986), porém seu uso ndo foi recomendado

naquele estudo (maiores detalhes na sec¢do 3.2.1).

Enxague
e Ap0s o término do periodo de descalcificacdo (com os trés diferentes acidos),

0s 0ssos foram lavados em agua corrente por, pelo menos, 12 horas.

Desidratacao

O principio da técnica de inclusdo em parafina é substituir a dgua inicialmente
presente no tecido pela parafina, de modo que o bloco de tecido possa ser cortado com
facilidade. Isto € feito em duas etapas, que ocorrem apoés a fixacdo dos tecidos. A primeira
etapa € a desidratacdo, e esta € realizada passando-se o0 bloco de tecido por concentragdes
cada vez maiores de alcool até o alcool absoluto (CORMACK, 1991). A etapa de
desidratacéo foi realizada da mesma maneira para toda a amostra. A desidratacdo proposta
por ZuG et al. (1986) se da em duas etapas, e € realizada automaticamente em um aparelho

(Fisher Histomatic Tissue Processor). O diferencial deste aparelho é a possibilidade de
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serem realizadas etapas da inclusdo com o uso do vacuo. Por ndo ser possivel a utilizacéo
deste tipo de equipamento nenhuma etapa foi realizada sob vacuo.

e Na primeira etapa da desidratagéo utilizou-se Etanol 95%. As amostras foram
desidratadas nesta solugdo por um periodo 24 horas, sendo o &lcool trocado a
cada 8 horas, totalizando trés séries.

e Na segunda etapa as amostras foram mantidas em Etanol 100%. Nesta solucao
as amostra foram armazenadas por um periodo de 30 horas, sendo esta trocada a

cada 7,5 horas, totalizando quatro séries.

Clarificagédo ou Diafanizacio

A segunda fase da técnica da inclusdo em parafina é a clarificacdo ou diafanizacéo.
Nesta etapa, o alcool deve ser retirado do tecido para permitir a penetracdo adequada da
parafina, visto que ele ndo age como solvente desta. Desta forma é necesséria a utilizagédo
de uma solucéo intermediaria, um solvente, que seja miscivel nas outras duas (SHEEHAN &
HRAPCHAK, 1973).

e O solvente utilizado nesta preparacdo foi o xilol. As amostras foram clarificadas

em xilol por 12 horas, sendo trocadas a cada 4 horas.

Incluséo

A (ltima etapa é a inclusdo propriamente dita, onde o bloco embebido de xilol é
passado por varias trocas de parafina quente, que se dissolve prontamente no xilol. A
parafina derretida preenche todos os espagos anteriormente ocupados pela agua e, ao
esfriar-se, endurece, tornando o bloco de tecido preparado para a microtomia (CORMACK,
1991).

e Toda a etapa de inclusdo foi realizada em estufa (aproximadamente 60° C).
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e As secgdes foram submetidas 6 horas de inclusdo em Parafina, sendo trocadas a

cada 2 horas, totalizando trés séries.

Microtomia

Ap0s a impregnacdo em parafina, inicia-se a fase de corte ou microtomia, para tanto
dois tipos de micrétomos rotativos foram utilizados: Leica, modelo RM 2145 e Reichert-
Jung, modelo 1130/Biocut.

e Os ossos foram montados em blocos de parafina, sendo, entdo, seccionados
transversalmente no micrétomo. ApoOs serem cortadas, as seccdes foram
distendidas em uma cuba, contendo agua quente (40° C), sendo posteriormente,
retiradas desta com uma lamina de vidro. As laminas foram previamente
revestidas com uma preparado de albumina (formula de preparo no Anexo II)
para melhor adesdo dos cortes a lamina.

e A espessura dos cortes variou de 7 a 20pm.

« Apo0s o corte as laminas foram colocadas em estufa (60° C) para secar por, pelo

menos, 24 horas.

Coloracéo

Visto que o trabalho de Zug et al.(1986) ndo fornece nenhuma referéncia quanto a
metodologia de coloragdo do material foram utilizados trés métodos diferentes para
comparacdo. Nos dois primeiros utilizou-se a Hematoxilina/Eosina de Harris, proposta em
Zug et al.(1986) e no terceiro realizou-se a coloragdo com Hematoxilina de Ehrlich’s
(férmulas de preparo no Anexo Il). A Hematoxilina de Ehrlich’s vém sendo utilizada em
diversos estudos envolvendo esqueletocronologia (CASTANET et al., 1988; CASTANET et

al., 1996; GUARINO et al., 1998; SAGOR et al., 1998; SULLIVAN & FERNANDEZ, 1999;
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ALCOBENDAS et al., 2000; VARELLA & CABRERA, 2000; BRUCE et al., 2002), e por este

motivo foi testada juntamente com a primeira proposta por Zug et al.(1986).

A maioria dos corantes funciona melhor em solucdo aquosa. Assim, antes que 0

corte seja corado, a cera (neste caso, a parafina) que o impregna deve ser dissolvida e

substituida pela agua. Para isto, o corte € montado em uma lamina de vidro e passado

através de xilol para remocdo da parafina, de alcool absoluto para remocdo do xilol e,

entdo, de alcoois de concentracbes decrescentes, até finalmente pela &gua. Neste momento

o corte pode ser corado. Ap0Os serem corados, 0s cortes passam por concentracdes cada vez

maiores de alcoois até o alcool absoluto, e em seguida para o xilol (MCMANUS & MOWRY,

1960).

As laminas foram colocadas em recipientes de vidro apropriados, 0s quais

foram, sucessivamente, embebidos em cubetas contendo as diferentes solucdes.

Todas os métodos de coloracdo (designados pelos n® 1 a 3) utilizados passaram

pelo mesmo processo. As diferencas entre as técnicas se deram no tempo ao

qual as laminas permaneceram expostas ao corante. As etapas do processo de

coloracdo estdo descritas a seguir:

Xilol T 15 min

Xiol T 15 min

Alcool 100% | ...overerercicieieieee, 1 min

Alcool 100% 1 ..o 1 min

AIC00l 96% | ... 1 min

AlIc00l 96% 11 ..o, 1 min

Agua destilada ..........coooevvvereerinnnn. passagem rapida para hidratacéo
Coloracéo 1 - Hematoxilina de Harris ............cccccoevvevvenenen, 3ab5min
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Coloracéo 2 - Hematoxilina de Harris ............ccccoveevevvernnenee. 10 a 15 min

Coloracéao 3 - Hematoxilina de Ehrlich’s ...........ccccoeeviinnen. 45 a 60 min
AQUa COITENtE ......c.vevveveeeerireeeeene, no minimo 20 min
EOSING ..o 2a3 min
AICO0l 96% | ..o, 1 min
Alco0l 96% Il ..., 1 min
Alco0ol 96% I ..., 1 min
Alco0l 100% | ..o 3 min
Alcool 100% I ..o 3 min
XHONT oo 3 min
XHONTT oo 3 min
Montagem

Ap0s terminado o processo de coloracdo os cortes foram montados em laminas
colocando-se uma ou duas gotas de um meio de montagem (neste caso, balsamo

do Canada), sendo, entdo, cobertas por uma laminula cuidadosamente colocada.

Visualizagao

Apls toda preparacdo histolégica as laminas foram observadas em
estereomicroscopio sob aumentos de 2 a 10x, € em microscopio optico, sob
aumentos de 40 e 100x, para a verificagdo da presenca das marcas de
crescimento. Aqueles cortes que apresentaram boas condi¢cdes foram
fotografados. As fotos foram tomadas com uma camera fotografica acoplada a

lupa ou ao microscopio.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Ocorréncia de tartarugas marinhas no litoral do Rio Grande do Sul

Entre marco de 1994 e setembro de 2003 foram coletados um total de 254
especimes de tartarugas marinhas. A analise desta coleta indicou a ocorréncia de cinco
espécies na area de estudo: Caretta caretta, Chelonia mydas, Dermochelys coriacea,
Eretmochelys imbricata e Lepidochelys olivacea. As freqiiéncias relativas de ocorréncia de
exemplares destas espécies corresponderam a: 54% dos registros para Caretta caretta
(n=137), 35% para Chelonia mydas (n=89), 10,2% para Dermochelys coriacea (n=26) e
0,4% tanto para Eretmochelys imbricata (n=1) quanto para Lepidochelys olivacea (n=1). A
tartaruga-verde foi, portanto, a segunda espécie mais freqliente em termos de encalhes

cumulativos durante todo o periodo amostrado (Fig.6).
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Figura 6 — Freqiéncia relativa das cinco espécies de tartarugas marinhas (Chelonia mydas,
Caretta caretta, Dermochelys coriacea, Eretmochelys imbricata e Lepidochelys olivacea)
encontradas encalhadas no litoral norte do Rio Grande do Sul entre margo de 1994 e
setembro de 2003.
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3.2. — Classes de tamanho de Chelonia mydas no litoral do Rio Grande do Sul

Dos 89 espécimes de tartarugas-verdes coletados, apenas 78 apresentaram
condigdes de serem medidos. As classes de tamanho (comprimento curvo da carapaca —
ccc) dos espécimes encalhados mostraram um padrdo bem definido. As tartarugas-verdes
registradas foram representadas por animais com comprimento curvo da carapaga variando
de 29 a 52 cm, sendo o comprimento médio 38,9 cm. A maioria dos exemplares (52,6%,
n=41) pertence a classe de animais com comprimento de carapaca entre <35-40 cm (Fig.7),

enquanto 92,3% (n=72) dos exemplares apresentaram comprimentos entre 33 e 45 cm.
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Figura 7 — Distribuicdo por classes de tamanho das tartarugas-verdes encalhadas no litoral
norte do Rio Grande do Sul, no periodo entre marco de 1994 e setembro de 2003.

Para Argentina e Uruguai, FRAZIER (1984) registrou tartarugas-verdes com
comprimento curvilineo de carapaga variando entre 27 e 50 cm, sendo que 82% dos

exemplares apresentaram comprimentos entre 32,5e 42,4 cm.
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SILVA & ALMEIDA (1998) registram para o Rio Grande do Sul, no ano de 1996,
exemplares com comprimento variando entre 20 e 80cm (ccc), porém com a maioria
apresentando comprimentos entre 20 e 60cm. Estes resultados sdo bastante discrepantes
com os observados neste estudo e também com os observados por FRASIER (1984) para
Argentina e Uruguai. O fato da amostragem de SiLvA & ALMEIDA (1998) sobrepor em
parte com a area e 0 periodo amostrado neste estudo, aumenta a dificuldade de
interpretacdo das diferengas. Infelizmente ndo parece existir material testemunho das
amostragens de SILVA & ALMEIDA (1998) depositado em colec¢des para permitir uma nova
analise dos dados destes autores.

Segundo BOULON & FRAZER (1990), CoLLAZO et al. (1992) e BJORNDAL et al.
(1998), composicgoes de classes de tamanho entre 25 e 75¢cm sdo indicativas de populagcdes
de individuos juvenis. Assim, as classes de tamanho observadas para as tartarugas-verdes,
que habitam tanto o litoral gaicho quanto os litorais do Uruguai e da Argentina, indicam
que estas populacOes estdo constituidas por animais juvenis. O Unico registro discordante
deste padrédo, que indicou a presenca de animais adultos, seria 0 de SILVA & ALMEIDA
(1998).

Para regides localizadas ao norte do Rio Grande do Sul os tamanhos dos animais
sdo relativamente diferentes. Para o estado do Parana, D’AMATO (1991) registrou a
presenca de animais juvenis e adultos. Em Ubatuba, litoral do Estado de S&o Paulo, GALLO
et al. (2000) registraram a ocorréncia de animais juvenis e adultos. O comprimento dos
animais nesta ultima regido variou de 27 a 96cm, porém, a média de comprimento foi de
40,6cm, sendo 99,3% das tartarugas capturadas representadas por individuos juvenis
(MARCOVALDI et al., 1998).

No Arquipélago de Fernando de Noronha, SANCHES & BELLINI (1999) registraram

a ocorréncia de individuos com comprimento entre 32 e 83cm (tendo a maioria destes, um
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comprimento entre 40 e 50cm) nos recifes de corais das ilhas do Arquipélago. Estes
individuos sdo residentes destas ilhas, onde se alimentam durante todo ano, assim, estes
locais consistem de habitats de desenvolvimento para esta populagdo de tartarugas-verdes
(SANCHES & BELLINI, 1999). Em Almofala, no Ceara, MARCOVALDI et al. (1998)
constataram que a maioria (70,1%) das tartarugas encontradas consiste de individuos
juvenis.

As tartarugas-verdes ao se tornarem adultas, realizam suas primeiras desovas, com
comprimentos diferentes, dependendo da populacdo. Segundo CARR & GOODMAN (1970)
as tartarugas da llha Ascensdo (muitas destas alimentam-se no litoral do Brasil) realizam
suas primeiras desovas ao atingirem um comprimento minimo de 83 cm. Ja as tartarugas
da Ilha de Trindade (MOREIRA et al., 1995) e do Atol das Rocas (BELLINI et al., 1995)
iniciam suas desovas com comprimento de aproximadamente 100 centimetros.

A partir da observacdo destes padrdes diferenciados de distribuicdo das classes de
tamanho para estas regides do litoral brasileiro, pode-se admitir que as populagdes de
tartarugas-verdes que habitam as areas ao norte do Rio Grande do Sul sdo constituidas
tanto por animais juvenis, quanto subadultos e adultos, diferentemente das que habitam os
litorais gadcho, uruguaio e argentino, onde apenas os individuos juvenis sdo encontrados.
Segundo CARR (1980), grupos de tartarugas-verdes de diferentes idades podem ocorrer em
uma mesma area, desde que existam recursos alimentares disponiveis para suportar tanto
animais juvenis, apresentando uma dieta principalmente carnivora, quanto animais adultos
herbivoros. A partir destas considerac6es, pode-se supor que os individuos encontrados no
litoral gadcho, uruguaio e argentino realizam migracdes para locais mais quentes e com
maior quantidade de alimento (principalmente algas bent6nicas, segundo FERREIRA (1968)
e SAZIMA & SAZIMA (1983)) assim que atingem um tamanho entre 50 e 60cm, visto que

ndo sdo encontrados individuos com comprimentos maiores do que estes nestas
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localidades. Estes animais realizariam uma migracdo de desenvolvimento (CARR, 1980)
para areas localizadas ao norte do estado do Rio Grande do Sul, sendo encontrados
individuos de diversas classes de tamanho em toda costa brasileira a partir do estado do
Parana (D’AMATO, 1991; MARCOVALDI et al., 1998; SANCHES & BELLINI, 1999; GALLO et

al., 2000).

3.3 — Exame das marcas de crescimento

Dos 89 individuos coletados na area de estudo, 73 possuiam Umeros em condi¢des
satisfatorias para a coleta. Destes 73, apenas 54 foram submetidos a preparacdo
histoldgica, visto que os demais ainda se encontram em processo de maceragdo e limpeza
nos tanques do CECLIMAR. Estes 54 animais apresentaram comprimento de carapaca
variando entre 29 e 49 cm (Tab.l). Destes, apenas trés animais ndo possuiam medidas de
comprimento e largura curvilineos da carapaga. Assim, o tamanho destes exemplares foi
estimado através da utilizacdo de uma equacdo de regressao relacionando o comprimento
longitudinal do umero (cl) ao comprimento curvilineo da carapaca (ccc) (ver dados na Tab.

I1). A equacéo obtida foi ccc=0,1548cl + 0,5503.

3.3.1 — Andlise da técnica histologica

A partir da utilizagdo da metodologia proposta por ZuG et al. (1986), ndo foram
obtidos os resultados esperados. A metodologia original necessitou de algumas
modificagdes, visto que a descrigdo das etapas de processamento dos materiais ndo foram
realizadas de maneira satisfatoria. Mesmo sendo extremamente utilizada na maioria dos

trabalhos com esqueletocronologia em tartarugas marinhas, ndo foram relatados problemas
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relacionados a sua replicacdo em nenhum destes estudos. A analise da técnica histoldgica
foi realizada tendo em vista a constatacdo das iniumeras dificuldades referentes a replicacao
efetiva desta.

Dos 54 dmeros inicialmente submetidos a preparacdo histoldgica apenas 25
apresentaram condicdes satisfatorias para a analise das marcas de crescimento (Tab.llI,
Fig.8). Os 29 Umeros ndo analisados tiveram problemas durante a preparacdo e nao
puderam ser cortados no micrétomo. As fases da preparacdo anteriores ao corte
(descalcificacdo e inclusdo) foram criticas na obtencdo dos resultados. Esta dificuldade
para obter cortes satisfatorios para a andlise das linhas de crescimento foi relatada em
poucos trabalhos envolvendo a utilizacdo desta metodologia.

Nos trabalhos de BJORNDAL et al. (2003) e MEASEY (2001), dos 40 espécimes
submetidos a preparacao histoldgica, alguns sofreram danos durante o processamento e ndo
puderam ser utilizados, sendo excluidos das analises. No primeiro trabalho, que utilizou a
mesma preparagdo de ZuG et al. (1986), 12,5% das amostras sofreram danos, enquanto no
segundo trabalho, que utilizou uma preparagéo diferente daquela de ZuG et al. (1986), 25%
dos ossos ndo puderam ser lidos e medidos adequadamente, sendo descartados das
analises. Os autores destes trabalhos, entretanto, ndo forneceram nenhuma explicacdo
sobre quais foram os danos e sobre quais teriam sido suas causas. Enquanto até 25% dos
exemplares apresentaram problemas nos estudos referidos, cerca de 50% das amostras
utilizadas no presente trabalho ndo puderam ser analisadas. A totalidade das amostras que
ndo puderam ser seccionadas no micr6tomo apresentaram aparentemente 0 mesmo
problema: inicialmente os 0ssos demonstraram estar totalmente descalcificados, mas apds
a incluséo na parafina, o material apresentou uma consisténcia muito mais resistente do
que aquela observada no final do processo de descalcificagcdo. Ao serem cortadas no

microtomo, as seccBes se comprimiram ou se dilaceraram, impossibilitando, assim, a
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obtencéo de cortes satisfatdrios para as analises. Duas hipdteses podem ser propostas para
explicar as dificuldades na obtencdo dos cortes em micrétomo. A primeira seria a de que
problemas na fase de descalcificacdo do material estariam afetando o restante da
preparacdo. Ja a segunda hipdtese estaria relacionada a fase posterior a descalcificagéo,
envolvendo as etapas de desidratacdo, clarificacdo e inclusdo. Estas hipoOteses sé@o

detalhadas a seguir.

Descalcificacéo

Inicialmente supds-se que o problema seria a ndo descalcificacdo total das amostras
e, devido a este fato, foram aumentadas a permanéncia do material na solugéo
descalcificadora (acido formico 8% + acido cloridrico 8%) e a periodicidade de troca desta.
Segundo ZuG et al. (1986), o tempo necessario para se obter uma consisténcia elastica, o
que indicaria uma descalcificacdo satisfatéria do material, seria de 4 a 8 dias. Entretanto,
aqueles ossos que foram colocados na solugdo ndo apresentaram a consisténcia esperada ao
término do referido periodo. O tempo de exposicdo ao descalcificador foi, entéo,
aumentado, variando de 12 a mais de 45 dias (Tab.lIl). Porém, a aparente descalcificacdo
total do material ndo garantiu sucesso na obtencdo dos cortes para todas as amostras.

PREECE (1972) alerta que periodos muito extensos de submissdo dos 0ssos aos
compostos descalcificadores podem afetar a estrutura das células do tecido, e por isso,
bons detalhes histoldgicos e citolégicos ndo podem ser esperados. Segundo a mesma
autora, o periodo ideal de descalcificacdo de um tecido é de 24 a 48 horas, ndo sendo
aconselhavel que este seja prolongado por mais de quatro dias. Todavia, ela admite que
alguns o0ssos muito densos possam levar 14 dias ou mais para uma completa
descalcificacdo. PReeCE (1972) sugere, também, que a solugdo &cida seja trocada

diariamente ou até duas vezes por dia.

42



Os periodos maiores de exposicdo aos acidos ndo afetaram a identificacdo das
linhas de crescimento, visto que amostras de um mesmo individuo submetidas a tempos
diferentes de descalcificacdo mostraram o mesmo padrdo histoldgico (Tab. IlI, Fig. 9).
Mesmo com o aumento do tempo de submissdo do material ao agente descalcificador,
muitos dos exemplares continuaram apresentando os mesmos problemas na seccdo. Desta
maneira, outras duas solugdes descalcificadoras foram testadas.

A primeira solucdo alternativa utilizada foi o &cido nitrico 5%, que é o
descalcificador mais empregado nos trabalhos de esqueletocronologia no grupo dos
anfibios, e em alguns grupos de répteis (como ja referido na secéo 2.5). A descalcificagdo
produzida por este acido também necessitou de um periodo superior aquele sugerido nos
trabalhos que o utilizaram. Este periodo, que varia de 2 a 10 horas para as falanges
(GUARINO et al., 1998; MEASEY, 2001), excedeu trinta dias para os umeros (Tab.Ill). A
diferenca no tempo de descalcificacdo, neste caso, poderia ser devida as diferencas de
dimensGes dos materiais, visto que as sec¢es dos 0ssos das tartarugas séo maiores que as
das falanges dos anfibios e lagartos, entretanto, este ndo parece ser o motivo principal para
tais diferencas. Segundo PREeCE (1972), tanto o &cido nitrico quanto o férmico agem
rapidamente. O primeiro, em solucdo aquosa de 5%, sendo trocado diariamente ou duas
vezes ao dia, leva de 1 a 4 dias para descalcificar os 0ssos. Ja o acido formico, que é aceito
como 0 mais adequado para a descalcificacdo de pecas grandes, necessita um tempo
prolongado para descalcificar o material. A utilizag@o destes dois tipos de descalcificadores
apresentou praticamente os mesmos resultados com relacdo a detec¢do das marcas de
crescimento 6sseo (Fig.9).

O segundo descalcificador alternativo utilizado foi o RDO, uma solucgéo
descalcificadora comercial, citada no trabalho de ZuG et al. (1986). Segundo o referido

autor, esta solugdo mostrou-se muito rapida e eficiente na descalcificacdo dos 0ssos,
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entretanto, sua velocidade de atuacdo e a espessura desigual das se¢cdes do 0sso resultaram
em descalcificacdo excessiva. Segundo PReEeCE (1972), deve-se tomar grande cuidado ao
se usar o RDO para evitar a descalcificacdo excessiva, visto que a acdo desta solucédo €
rapida, na maioria dos casos ocorrendo em 4 horas ou menos. A descalcificacdo por mais
de doze horas deve ser evitada, pois se as pegas sdo deixadas no RDO por mais tempo que
0 necessario ocorre digestdo quase total do tecido e os detalhes histologicos sdo
danificados. Fragmentos bem pequenos requerem de meia hora a quatro horas, enquanto
espécimes maiores necessitam de 6 a 8 ou, alguns, até 12 horas. Segundo Aleta Hohn
(com. pess.), a utilizacdo deste descalcificador com um certo tempo de uso, ja utilizado na
descalcificacdo de dentes de mamiferos marinhos, por exemplo, possibilita uma
descalcificacdo menos desigual e ndo tdo rapida dos imeros que aquela relatada por ZuG et
al. (1986). De acordo com estas colocagOes, utilizou-se RDO j& usado em outras
descalcificagbes. O periodo de descalcificacdo variou de 6 a 12 horas. Entretanto, assim
como o ocorrido com os materiais submetidos aos outros descalcificadores, os problemas
quanto ao corte permaneceram e apenas uma parte dos exemplares pode ser
satisfatoriamente cortado no micrétomo. Mesmo procedendo as modificacBes acima
relatadas os problemas persistiram, indicando que podem haver outros fatores

influenciando a obtencao destes resultados.

Incluséo

Existe, ainda, a possibilidade de que os problemas referentes ao corte sejam
causados pela preparagdo posterior a fase de descalcificacdo, ou seja, todo 0 processo
necessario a inclusdo do material em parafina (desidratacdo, clarificacdo e inclusao).
Segundo varios autores (e.g. PREECE, 1972; SHEEHAN & HRAPCHAK, 1973; BANCROFT,

1975) as etapas de desidratacdo em alcool, clarificacdo em xilol e inclusdo em parafina,
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tendem a enrijecer os tecidos a medida que estes passam de uma etapa para a outra da
preparacdo. Este endurecimento € bastante importante para uma grande quantidade de tipos
de tecidos, visto que estes seriam muito frageis para serem cortados no micrétomo.
Infelizmente este enrijecimento parece ter influenciado de maneira negativa a preparacdo
histologica dos 0ss0s.

Normalmente os tempos de desidratacéo (cerca de 2 a 5 horas), clareamento (1 a 4
horas) e inclusdo (1 a 3 horas), na maioria dos tecidos, duram cerca de 12 horas (BEHMER,
1976). Porém a técnica utilizada neste trabalho dura mais de 48 horas na etapa de
desidratacéo (24 horas em &lcool 95% e 30 horas em alcool 100%), além de 12 horas na
etapa de clareamento e mais 6 horas para a inclusdo em parafina. Todas estas etapas séo
graduais e importantes, pois é a partir da execucao destas que o tecido pode ser cortado no
microtomo. Como a parafina funciona como um meio de sustentacdo ao tecido ela precisa
penetra-lo de maneira eficiente, e para que isso ocorra, todas as etapas anteriores a inclusdo
devem ser realizadas com éxito.

Segundo PREECE (1972), dificuldades na realizag&o de cortes podem ser devidas ao
tratamento prolongado em altas concentracdes de alcool etilico, ou em certos agentes
clareadores, ou ainda, na parafina. O alcool absoluto pode, especialmente, causar
endurecimento excessivo do tecido. Segundo BEHMER et al. (1976), problemas
relacionados com a dilaceracdo dos cortes podem ser devidos a inclusdo defeituosa ou
incompleta.

Outro aspecto importante que pode ter influenciado na preparacdo é que esta foi
feita de maneira totalmente manual, enquanto a metodologia descrita em ZuG et al. (1986)
utiliza um equipamento (Fisher Histomatic Tissue Processor) que realiza todas as etapas da
inclusdo automaticamente. Infelizmente este tipo de equipamento ndo esteve disponivel

para a realizagdo da preparacdo. Além disso, na técnica original, todas as fases do processo
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de inclusdo passam por pelo menos algum tempo sob vacuo, o que facilmente é realizado
em um aparelho daquele tipo, mas dificilmente poderia ser feito de maneira manual. Estas
diferencas entre a técnica original e a adaptacéo realizada neste trabalho podem ter tido um
efeito negativo na preparacdo e obtengédo dos resultados como um todo.

PREECE (1972) e SHEEHAN & HRAPCHAK (1973) afirmam que a inclusdo em
parafina sob vacuo é desejavel para todo tipo de tecido e particularmente valiosa para
tecidos densos. Além disso ela é recomendada para aqueles tecidos que se tornam
endurecidos durante as imersdes usuais de 2 a 3 horas. O calor e 0 vacuo aumentam a
velocidade da troca dos fluidos com o tecido, permitindo que o tempo de processamento
seja grandemente reduzido. Visto que a exposicdo do material a um ambiente a vacuo
proporciona uma penetracdo mais eficaz das solucdes as quais estes estdo submetidos, isto

pode ter afetado algumas etapas da preparacéo.

Coloracéo

Além das dificuldades na preparacdo anterior ao corte, diferengas na coloragdo dos
tecidos também foram observadas. O tempo de permanéncia no corante Hematoxilina
também afetou a qualidade dos cortes. Tempos de coloracdo utilizados em muitos outros
tipos de técnicas (2 a 3 min, e.g. MCMANUS & MOWRY, 1960) se mostraram menos
efetivos na deteccdo das linhas. Técnicas com periodos maiores de exposicao ao corante
(10 a 15 min, e.g. BANCROFT & STEVENS, 1977) resultaram em mais nitidez nas linhas
(Fig.9). Em relacdo a coloragdo com Hematoxilina de Ehrlich’s, ndo foram evidenciadas
quaisquer diferencas, apesar dos cortes permanecerem por um tempo muito maior nesta
solucéo (45 min, e.g. BANCROFT & STEVENS, 1977).

As dificuldades relacionadas a aplicacdo de uma determinada metodologia sdo

muitas vezes omitidas na maioria dos trabalhos. As etapas da metodologia proposta por
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ZuG et al. (1986) tornam-se dificeis de serem replicadas, visto que as instrucdes sobre a
realizacdo dos procedimentos ndo sao suficientemente claras. Além disso, faltam
explicacBes importantes sobre tempos de exposi¢do das amostras aos produtos, bem como
informacdes sobre 0 volume adequado das solucdes e a periodicidade de troca destas, entre
outros aspectos essenciais.

De acordo com 0 j& exposto por outros autores, através de comunicacdo pessoal, a
metodologia empregada por ZuG et al. (1986) apresenta problemas quanto a sua
realizacdo, problemas estes ndo adequadamente relatados em nenhum trabalho até o
momento. Para tanto, tém-se desenvolvido metodologias alternativas (Aleta Hohn, com.
pess.), com preparacdes totalmente diferentes daqueles sugeridas por ZuG et al. (1986). A
realizacdo de um procedimento utilizando micr6tomo de congelamento vém sendo
desenvolvida por um grupo de pesquisadores norte-americano e parece que ira fornecer
resultados promissores (Aleta Hohn, com. pess.). A principal vantagem desta nova
metodologia é a supressdo de toda a etapa de inclusdo (que parece ser bastante critica na
preparacdo dos tecidos), visto que apds a descalcificacdo do material este é diretamente
seccionado no micrétomo. O uso deste tipo de equipamento ja foi relatado no trabalho de
CASTANET et al. (1988) em seu estudo com tuatara (Sphenodon sp.), e parece ter fornecido
bons resultados. A realizacdo de um estudo comparativo entre esta nova metodologia e
aquela desenvolvida por ZucG et al. (1986) seria necessaria no futuro para reavaliar estas

técnicas quanto a sua eficiéncia.

3.3.2 — Marcas de crescimento

As marcas de crescimento foram evidenciadas nitidamente em 11 dos 25 individuos

analisados (Tab.ll). Nestes onze exemplares as marcas puderam ser visualizadas no cortex
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até a margem do periosteo, onde se distinguiram zonas claras e espessas, intercaladas por
linhas estreitas escuras. O nimero de linhas observadas nestes exemplares variou de um a
cinco (Fig.10). Os demais individuos ndo apresentaram nenhuma evidéncia de linha ou
banda (Fig.8).

A auséncia ou presenca variavel de marcas de crescimento, em uma mesma
populacdo, tem sido documentada em varios estudos (ZuG & BALAzs, 1985; ZuG et al.,
1986; ESTEBAN, 1990; CHALOUPKA & ZuUG 1997; BIJORNDAL et al., 1998; ZuG & GLOR,
1998; WAYE, 1999). A comprovacao do crescimento sem deposi¢éo de linhas, em algumas
populacdes (e.g. BJORNDAL et al., 1998) ainda tem gerado duvidas sobre os fatores que
influenciam a deposicdo e a periodicidade destas.

WAYE (1999), utilizando uma preparacdo histoldgica diferente da utilizada em Zuc
et al.(1986), relata que dos 192 ossos de espécimes de serpentes utilizados para
determinacdo de idade, 25 ndo mostraram qualquer linha legivel. Igualmente, CHALOUPKA
& ZuG (1997), utilizando a mesma preparagdo histoldgica utilizada por ZuG et al. (1986),
registraram a auséncia de linhas em 4 dos 73 0ssos de espécimes da tartaruga Lepidochelys
kempii. Para a tartaruga-verde, ZuG & BALAZzS (1985) relatam a auséncia de linhas em 2
dos 11 individuos analisados, enquanto em ZuG & GLOR (1998), dos 59 individuos que
compunham a amostra apenas um ndo apresentou evidéncia de linhas de crescimento.
Nenhum destes trabalhos forneceu hipéteses para a auséncia das linhas em parte dos
individuos da populacéo.

No trabalho de ESTEBAN (1990) foi registrada a auséncia de linhas em 42% dos
individuos amostrados em uma das popula¢Ges de anuros analisadas pela autora. Este
resultado foi atribuido a auséncia de um periodo de hibernacdo nos animais desta
populacdo, visto que este esta presente em animais da mesma espécie, porém de outras

localidades, que apresentaram linhas de crescimento. Os trabalhos de ZuG et al. (1986) e
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BJORNDAL et al. (1998) também apresentaram algumas hipoteses para a auséncia das
linhas. O primeiro relatou a presenca de linhas na maior parte da amostra, ao contrario do
ultimo que cita a auséncia das linhas em todos individuos amostrados. ZuG et al. (1986)
sugeriram que os exemplares de Caretta caretta capturados na Georgia, EUA, que néo
apresentavam linhas de crescimento, poderiam ser migrantes de ambientes tropicais. Sendo
assim, o comportamento migratério das tartarugas marinhas pode afetar significativamente
0 nimero e periodicidade de linhas depositadas e induzir uma baixa qualidade nas
estimativas de idade derivadas das contagens de linhas de crescimento, tanto ao nivel
individual quanto populacional. BJORNDAL et al. (1998) apontam a influéncia de climas
tropicais, sem grandes flutuacGes térmicas e de produtividade, como a causa para a nao
deposicédo de linhas de crescimento, visto que esta populacdo de tartarugas-verdes habita a
regido das Bahamas, no Caribe.

O mecanismo de formacéo das linhas ndo foi suficientemente estudado até hoje.
Entretanto, segundo ENLOW (1979), o cortex 6sseo das tartarugas é formado por uma
estrutura “laminar” tipica. Ele é composto por vastas laminas, circunferencialmente
arranjadas, cada qual contendo uma fileira de canais vasculares primarios. Esta laminacéo
cortical é resultado de um crescimento intermitente, ou seja, ndo continuo, apresentando
interrupcdes ou suspensdes. Nos individuos muito novos, entretanto, o cortex é composto,
usualmente, por uma Iamina Unica contendo varios canais primarios. Para o referido autor,
o comportamento ciclico de crescimento do esqueleto parece estar relacionado a fatores
sazonais que determinam a atividade de crescimento em geral. A laminacdo cortical seria o
resultado de tal periodicidade sazonal de crescimento. J& CASTANET & SMIRINA (1990)
sugerem que a deposicdo anual seria resultado de ciclos enddgenos reforcados pela
sincronizagdo com ciclos ambientais. Estes autores sugerem que sob condi¢des de

contrastante sazonalidade, as linhas apresentam-se fortemente conspicuas. Ja em ambientes
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com condicBes climaticas mais constantes, estas linhas podem apresentar-se menos
conspicuas.

Com base nas constatagdes, através de estudos de marcacao-recaptura e de analises
genéticas (PRITCHARD, 1969; CARR, 1975; BOWEN & AVISE, 1995; LAHANAS et al.,1998),
de que areas de forrageio sdo compartilhadas por mais de uma populagdo de tartarugas-
verdes pode-se sugerir que animais nascidos em diferentes &reas poderiam estar se
alimentando no Rio Grande do Sul. Sendo assim, pode-se supor que aqueles exemplares
que ndo apresentaram evidéncias de marcas de crescimento possam ser provenientes de
ambientes tropicais visto que, segundo BJORNDAL et al. (1998), estes ambientes podem
sustentar um crescimento e deposi¢cdo 0ssea continuos, impossibilitando a deposicao das

marcas de crescimento.
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Tabela 11l — Resultados obtidos em relacdo a aplicacdo das diferentes técnicas de
preparacdo histologica. Animais submetidos ao processo histolégico, com o respectivo
namero de registro na Colegdo de Anexos do Museu de Ciéncias e Tecnologia da PUCRS
(MCPAN); tipos de Incluséo realizados na preparacéo (Inclusdo n° 1 e Inclusdo n° 2); tipos
de Descalcificacéo realizados na preparacédo (Descalcificagdo n° 1 e Descalcificagdo n® 2 e
Descalcificagdo n° 3); tempo de submissdo do material as diferentes técnicas de
descalcificacdo; realizacdo efetiva do corte; visualizacdo das linhas de crescimento. As
diferentes técnicas de Inclusdo e Descalcificagdo estdo descritas na se¢do 2.5 de Material e
Meétodos.

N°Colecdo Inclusdo Descalcificacdo Tempo de Realizacéo Visualizacdo
MCPAN (N°) (N°) descalcificacdo efetiva do corte
320 1 1 14 dias N&o -
2 3 6 horas Nao -
322 1 1 14 dias N&o -
1 1 25 dias Sim Nao
1 1 50 dias Sim Nao
326 1 1 50 dias Nao -
2 3 6 horas Nao -
327 1 1 14 dias Nao -
2 3 6 horas Néo -
328 1 1 50 dias Sim Nao
2 3 6 horas Nao -
761 1 1 14 dias Nao -
1 1 25 dias Sim Sim
1 1 45 dias Sim Sim
762 1 1 12 dias Sim Nao
763 1 1 14 dias Sim Nao
764 1 1 50 dias Sim Nao
2 3 6 horas Nao -
765 1 1 14 dias Nao -
1 1 45 dias Sim Sim
767 1 1 14 dias N&o -
1 1 50 dias Sim Sim
768 1 1 14 dias Nao -
2 3 6 horas Nao -
769 1 1 12 dias Nao -
1 1 45 dias Sim Nao
2 3 6 horas N&o -
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Continuacao Tabela Il

N°Colecdo Inclusdo Descalcificacdo Tempo de Realizacéo Visualizacdo
MCPAN (N°) (N°) descalcificacdo efetiva do corte
770 1 1 12 dias Sim Sim
1 1 50 dias Sim Sim
1 1 55 dias Sim Sim
2 2 40 dias Sim Sim
2 3 6 horas Nao -
771 1 1 14 dias Nao -
1 1 25 dias Sim Sim
1 1 45 dias Sim Sim
1 1 55 dias Sim Sim
2 2 40 dias Sim Sim
2 3 6 horas Nao -
772 1 1 14 dias Nao -
1 1 45 dias Nao -
2 3 6 horas Sim Nao
773 1 1 12 dias N&o -
1 1 50 dias Sim Sim
774 1 1 14 dias Nao -
1 1 45 dias Nao -
2 3 6 horas Nao -
775 1 1 45 dias N&o -
2 3 6 horas Néo -
776 1 1 14 dias N&o -
2 3 6 horas Nao -
777 1 1 12 dias Sim Nao
1 1 45 dias Sim Nao
778 1 1 14 dias N&o -
779 1 1 12 dias Sim Nao
780 1 1 12 dias N&o -
1 1 50 dias Sim Sim
2 3 6 horas Nao -
783 1 1 12 dias Sim Sim
1 1 55 dias Sim Sim
2 2 40 dias Sim Sim
2 3 6 horas Néo -
784 1 1 50 dias Sim Sim
2 3 6 horas Nao -
785 1 1 12 dias Sim Nao
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Continuacao Tabela Il

N°Colecdo Inclusdo Descalcificacdo Tempo de Realizacéo Visualizacdo
MCPAN (N°) (N°) descalcificacdo efetiva do corte
1 1 50 dias Sim Nao
955 2 3 6 horas Nao -
957 1 1 55 dias Sim N&o
2 2 40 dias Sim Nao
958 2 3 12 horas Sim Nao
959 2 3 12 horas Sim Sim
960 2 3 12 horas Nao -
962 2 3 12 horas Sim Sim
975 2 3 6 horas Sim Nao
979 2 3 6 horas N&o -
980 2 3 12 horas Nao -
981 2 3 12 horas Nao -
982 2 3 6 horas Nao -
983 2 3 12 horas N&o -
984 2 3 12 horas N&o -
985 2 3 12 horas N&o -
986 2 3 12 horas Nao -
987 2 3 12 horas Nao -
988 2 3 6 horas Nao -
990 2 3 12 horas N&o -
991 2 3 6 horas N&o -
992 2 3 12 horas N&o -
993 2 3 12 horas Nao -
995 2 3 12 horas Nao -
996 2 3 6 horas Sim Nao
1038 1 1 55 dias Sim Nao
2 2 40 dias Sim Nao
1044 2 3 6 horas N&o -
1060 2 3 6 horas Sim Nao
1075 1 1 55 dias Sim Nao
2 2 40 dias Sim Nao
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Figura 8 — Cortes histoldgicos transversais de Umeros de Chelonia mydas. (a) visdo geral
do corte transversal do Umero do individuo de nimero 770 (aumento 1,6x). (b) corte
transversal do umero do individuo de namero 785 com indicacdo das regides medular (M),
cortical (C) e do periosteo (P) (aumento 4x). (c) regido cortical do mero do individuo de
namero 779, demostrando a auséncia de marcas de crescimento (aumento 1,6x). (d) vista
em maior aumento (aumento 40x) da regido cortical do umero do individuo de ndmero
779, demostrando a auséncia de marcas de crescimento (e) regido cortical do umero do
individuo de numero 771, demonstrando a presenca de marcas de crescimento (setas)
(aumento 3x). (f) vista em maior aumento da regido cortical do Umero do individuo de
namero 771, demostrando a presenca de marcas de crescimento (aumento 40x).



Figura 9 — Cortes histoldgicos transversais de Umeros de Chelonia mydas, demonstrando
as similaridades e diferencas nos padrfes das marcas de crescimento, da regiéo cortical dos
individuos, com relagdo as modificacGes nas preparacdes histoldgicas. (a) individuo de
ndmero 767 submetido a descalcificagdo n° 1, demonstrando a presenca de marcas de
crescimento (aumento 40x). (b) individuo de nimero 767 submetido a descalcificacdo n° 2,
demonstrando a presenca de marcas de crescimento (aumento 40x). (c) individuo de
namero 783 submetido a descalcificacdo n® 1 por um periodo de 12 dias, demonstrando a
presenca de marcas de crescimento (aumento 40x). (d) individuo de nimero 783 submetido
a descalcificagdo n° 1 por um periodo de 55 dias, demonstrando a presenca de marcas de
crescimento (aumento 40x). (e) individuo de ndmero 761 submetido & coloragcdo n°1,
demonstrando a presenca de marcas de crescimento fracamente visiveis (setas) (aumento
40x). (f) individuo de numero 761 submetido a coloragdo n° 2, demostrando a presenga de
marcas de crescimento nitidamente visiveis (setas) (aumento 40x).



Figura 10 — Cortes histoldgicos transversais de imeros de Chelonia mydas, demonstrando
a presenca de marcas de crescimento 6sseo na regido cortical nos diferentes individuos. (a)
individuo de nimero 962, demonstrando a presenca de 1 marca de crescimento na regiao
mais externa do peridsteo (seta) (aumento 40x). (b) individuo de numero 959,
demonstrando a presenca de 1 marca de crescimento (seta) entre a regiao medular (M) e o
peridsteo (P) (aumento 40x). (c) individuo de nimero 765, demostrando a presenca de 2
marcas de crescimento (setas) (aumento 40x). (d) individuo de nimero 767, demonstrando
a presenca de 3 marcas de crescimento (aumento 40x) (e) individuo de nimero 783,
demonstrando a presenga de 4 marcas de crescimento (aumento 40x). (f) individuo de
namero 784, demostrando a presencga de 5 marcas de crescimento (aumento 40x). Em (e) e
(f) as setas indicam as primeiras linhas, que ndo estdo muito nitidas.



3.4 — Estimativas de idade para a populagdo de Chelonia mydas no litoral do

Rio Grande do Sul

Aqueles individuos nos quais as marcas de crescimento foram nitidamente visiveis
possuiram comprimento curvilineo de carapaca (ccc) variando de 33 a 49 cm. As linhas de
crescimento variaram de uma a cinco (Fig.10).

Daqueles individuos que apresentaram linhas de crescimento nitidas, dois
possuiam apenas uma linha. Em um destes animais, o individuo de nimero 962, esta linha
localizava-se proxima a regido mais externa do periosteo (Fig. 10a). J& no outro individuo
que apresentava apenas uma linha, o de nimero 959, esta estava localizada na regido
central do cértex entre a medula e o peridsteo (Fig.10b). Com base nestas observacgdes, e
supondo-se que estas linhas representem a idade em anos, pode-se supor que o individuo
de numero 962 poderia estar completando seu primeiro ano, enquanto aquele de nimero
959 j& estaria se aproximando do segundo ano. Estes individuos apresentarem
comprimentos de carapaga maiores (959 — 39,0cm; 962 — 35,0cm) do que aqueles
registrados para os individuos que apresentaram duas linhas (770 — 33,0cm; 765 — 34,5cm),
entretanto, os demais espécimes apresentaram um tamanho bastante relacionado ao nimero
de linhas observadas: os individuos que apresentaram trés linhas possuiam um tamanho de
carapaca entre 38,0cm (numero 771) e 39,0cm (nimeros 761 e 767); aqueles animais
apresentando quatro linhas possuiam comprimentos de 40,0cm (780), 41,5cm (773) e 45cm
(783); e 0 Unico exemplar com cinco linhas apresentou um comprimento estimado de 49cm
(estimativa obtida pela equacgéo de regresséo apresentada no item 3.3).

A relacdo entre o comprimento curvilineo da carapaca e o nimero de linhas de
crescimento dos individuos foi testada com a utilizacdo do coeficiente de correlacdo de

Pearson (Fig.11). O valor obtido, r=0,80175, apresentou-se significativo (t=4,0248;
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a=0,01), indicando a existéncia de uma forte correlacdo positiva entre comprimento

curvilineo da carapaca e 0 nimero de linhas de crescimento dos individuos.
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Figura 11 — Correlagdo entre o numero de linhas de crescimento no Umero e o
comprimento curvilineo da carapaca (ccc) de Chelonia mydas no litoral norte do Rio
Grande do Sul, r=0,80175 (t=4,0248; a=0,01).

Esta relacdo entre as variaveis indica que a contagem das linhas ndo apresenta um
padrdo aleatério e corrobora nossa hipotese de que representa uma deposicdo ciclica
relacionada a idade em anos. Admitindo-se que, tanto para Caretta caretta quanto para
varios grupos de anfibios e de outros répteis ja estudados, estes ciclos de crescimento
observados nos 0ssos sejam anuais, é possivel sugerir entdo que as tartarugas encontradas
no nosso litoral possuem uma idade que varia entre um e cinco anos (média=3 anos).

Os ciclos de crescimento observados nos ossos de anfibios e répteis ja foram
confirmados em um grande numero de espécies. A base anual de deposicdo destas linhas ja
foi confirmada, através da associacdo entre estudos de esqueletocronologia e marcacao e
recaptura, para espécies de anuros (CAETANO, 1990; GUARINO et al., 1998; SULLIVAN et

al., 1999; MiAuD et al., 2000; MEeASEY, 2001), salamandras (ALCOBENDAS et al., 2000;
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BRUCE et al., 2002), serpentes (WAYE, 1999), lagartos (El MOUDEN et al., 1999) e para o
tuatara (CASTANET et al., 1988). A esqueletocronologia também foi validada através da
utilizacdo de individuos de idade conhecida, como, por exemplo, no lagarto Tupinambis
merianae (VARELLA & CABRERA, 2000).

Para a maioria das espécies de tartarugas marinhas o ciclo anual tem permanecido
uma suposi¢do ndo confirmada (Zug, 1990). Entretanto, a validacdo do método tem sido
apresentada em alguns casos, comprovando-se a deposic¢ao anual das linhas de crescimento
(KLINGER & Musick, 1992; CoLEs et al., 2001; Zug et al., 2002; BJORNDAL et al., 2003).

KLINGER & Musick (1992) e CoLES et al. (2001) demonstraram um ciclo de
crescimento anual em tartarugas-cabecudas (Caretta caretta) juvenis e adultas,
respectivamente. A periodicidade das marcas foi testada através de estudos de marcacéo e
recaptura, onde os animais foram injetados com tetraciclina, um antibiotico que serve
como um marcador no esqueleto no momento da injecdo, sendo incorporado ao 0sso em
crescimento e fluorescendo sob luz ultravioleta. Quando os animais foram recapturados, o
nimero de linhas de crescimento que foram depositadas externamente a linha de
tetraciclina coincidiu com o tempo em anos transcorrido entre a inje¢éo e a recaptura.

O trabalho de BJORNDAL et al. (2003), com tartarugas-cabecudas em um habitat
pelagico, também demostra que as marcas de crescimento sdo depositadas anualmente,
com base em estudos de marcacdo e recaptura utilizados em conjunto com a
esqueletocronologia.

Para Chelonia mydas, apenas o trabalho de Zug et al.(2002) cita a deposic¢ao anual
das linhas em uma populacdo do Hawai. Esta validacdo também foi executada através da
associacao do método de marcacao e recaptura ao uso da tetraciclina.

Outro requisito fundamental para que a estimativa de idade seja real é a de que ndo

exista remodelacdo 6ssea suficiente para provocar a perda das primeiras linhas de
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crescimento nestes individuos. A reabsor¢do 0ssea inicia-se no interior do 0sso e, com isso,
remodela as linhas de crescimento internas, ou seja, as mais antigas ou primeiras a se
formarem.

Diversos trabalhos tem levado em consideragdo o menor tamanho dos individuos
em que a remodelacdo 6ssea ndo provoca a perda das primeiras linhas de crescimento. De
acordo com KLINGER & Musick (1992), em animais da espécie Caretta caretta menores
que 40cm de comprimento, a remodelacdo ainda ndo é capaz de provocar a perda das
primeiras linhas. J& para as tartarugas-verdes, animais por volta de 55cm foram tidos como
aqueles onde a remodelagem 6ssea atinge a regido inicial de deposi¢do das linhas (ZuG &
GLOR, 1998).

Considerando que os exemplares de Chelonia mydas que habitam o litoral do RS
tem tamanhos variando entre 29 e 52 cm, estes individuos tendem a apresentar pouca
remodelacdo do tecido 6sseo na regido interna do cortex. Desse modo, as estimativas de
idade, através da contagem das linhas, ndo devem ser afetadas pela remodelacdo nos
exemplares do Rio Grande do Sul.

WITHAM (1980) e CARR (1987), documentam que o periodo inicial apds o
nascimento € um periodo de existéncia oceénica, onde animais com comprimentos entre
aproximadamente 5 e 20 cm utilizam um ambiente pelagico. A partir de varios anos de
pesquisa, CARR (1987) observou que as jovens tartarugas-verdes ao entrarem no mar,
inicialmente nadam por vérias horas, e apos este periodo de grande atividade, passam a ser
carregadas por correntes que as levam para regides em alto mar, onde sdo encontradas
associadas a aglomerados flutuantes de algas, principalmente Sargassum, permanecendo
ali por longos periodos de tempo. Estes emaranhados de algas agregam uma biota
diversificada, propiciando tanto alimento quanto abrigo para as tartarugas jovens (CARR,

1987). Segundo WITHERINGTON (1993), a abundancia da fauna animal encontrada nos
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aglomerados de Sargassum proporciona as jovens tartarugas uma rica fonte de alimento
através da qual o animal estoca um minimo de recursos para a atividade, salvando assim,
grande parte destes para 0 crescimento. Por esse motivo, as tartarugas apresentam altas
taxas de crescimento nesta fase de seu ciclo de vida.

Ao atingirem um tamanho de aproximadamente 30 a 40cm as tartarugas-verdes
juvenis sdo recrutadas para um habitat neritico de desenvolvimento (BALAZzS, 1995;
Musick & LimMpus, 1997; ZuG & GLOR, 1998; Zug et al., 2002). Esta mudanca de habitat
se da, provavelmente, quando as tartarugas-verdes tornam-se herbivoras, sendo entdo
compelidas, pela restricdo energética da dieta, a buscar habitats demersais mais produtivos
para se desenvolverem (MusiCck & Limpus, 1997). A partir da analise do contetdo do trato
digestivo de tartarugas-verdes do litoral do Rio Grande do Sul, PINEDO et al.(1996)
observaram a ingestdo tanto de matéria vegetal quanto de origem animal, demonstrando a
mudanga que, provavelmente, estd ocorrendo na dieta da espécie neste estagio de vida.
Visto que as tartarugas-verdes que habitam nosso litoral possuem comprimento curvilineo
de carapaca semelhante a estes apresentados para outras populagdes, pode-se supor que
estes animais estejam utilizando o litoral do Estado para um periodo inicial de
desenvolvimento costeiro, logo ap6s abandonarem seu habitat inicial de vida, localizado
em areas oceanicas. Assim, pode-se supor que 0s animais que habitam o Rio Grande do
Sul estariam em um estagio inicial de desenvolvimento, posterior ao estagio de vida
pelagico, e anterior a mudanca definitiva da dieta e ao recrutamento as pastagens de
alimentacéo.

Os individuos desta populacdo, com comprimentos entre 33 e 49cm, apresentaram
de uma a cinco linhas no cortex 6sseo, indicando uma idade entre 1 e 5 anos para o término
da fase de desenvolvimento no ambiente peldgico. Estes resultados concordam em parte

com o de alguns estudos em outras regides.
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Segundo ZuG & GLOR (1998) a mudanca do habitat pelagico para o costeiro, em
tartarugas-verdes na costa Atlantica da Florida, se d& quando estas atingem um tamanho
minimo de 28cm. Estes autores, através do uso da esqueletocronologia, estimaram que 0S
animais chegam ao ambiente costeiro com idades entre 3 e 6 anos. Animais entre 30 e
50cm apresentaram idades variando de 3 a 5 anos de idade.

De acordo com os resultados apresentados por ZuGc & GLOR (1998) pode-se
perceber a concordancia entre as idades observadas para os individuos da populacdo da
Florida e aquelas da populacdo do Rio Grande do Sul. Para a mesma classe de tamanho (30
a 50 cm) tanto as tartarugas da Florida quanto as do Rio Grande do Sul apresentaram
idades até 5 anos. Porém alguns individuos da populacdo do Estado apresentaram idades de
1 e 2 anos, as quais ndo foram observadas na populagédo da Florida. Isto pode ser devido a
uma taxa de crescimento maior nas tartarugas do Rio Grande do Sul, que atingem um
mesmo comprimento que as tartarugas da outra populacdo em menos tempo.

Em um trabalho realizado no Hawai, ZUG et al. (2002) estimaram entre 3 a 4 anos a
idade de um individuo pelagico medindo 28cm e, de 4 a 10 anos, em individuos com
comprimentos variando entre 35 e 37 cm.

Comparando-se as taxas de crescimento entre as populagdes da Florida e Hawai,
para a classe de comprimentos entre 30 e 50cm, pode-se perceber que as primeiras crescem
sob taxas muito mais rapidas que as segundas. Entre 30 e 40 cm as tartarugas da Florida
tem uma taxa de crescimento média de 4,4 cm/ano, enquanto as do Hawai, crescem a 3,5
cm/ano. J& na classe de tamanho de 40 a 50 cm a diferenga entre as taxas sdo muito
maiores, com 4,8 cm/ano para a Flérida e apenas 2,1 cm/ano para o Hawai. Estas
diferencas entre as populaces do Oceano Atlantico e Pacifico ja haviam sido
documentadas através de estudos de marcacdo e recaptura, onde se pode perceber que

populacdes, como por exemplo, as do Hawai, Australia e Equador (LiMPUS & WALTER,
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1980; GREEN, 1993; BALAZS, 1995) crescem muito menos que as tartarugas do Atlantico
(BOULON & FRAZER, 1990; CoLLAZO et al., 1992; BJORNDAL & BOLTEN, 1988).

Entretanto, outro trabalho realizado no Hawai (ZuGc & BALAzs, 1985), relata a
ocorréncia de um animal de 33cm com idade conhecida de dois anos, e um outro de 45cm
com quatro anos de idade. Estes resultados sdo concordantes com os resultados obtidos no
presente estudo, visto que a mesma idade foi observada em individuos com 33 e 45cm na
populacdo do Rio Grande do Sul. Este resultado demonstra que mesmo em populagdes
préximas, como as do Hawai, as taxas de crescimento podem apresentar grandes variacdes
e, consequentemente, a idade a qual os animais atingem determinado tamanho pode ser
muito varidvel tanto em populag6es distantes quanto proximas.

As diferencas quanto as estimativas de idade nas popula¢des podem ser resultantes,
principalmente, da variacdo natural ocorrente entre individuos destas (inter-populacional)
ou, ainda, daquela observada nos individuos de uma mesma populacdo (intra-
populacional). Estas variacbes devem-se a inUmeros fatores que afetam as taxas de
crescimento como diferencas genotipicas, sexuais, temperatura do ambiente, ambiente
social, idade de maturidade sexual e adaptacdo a estilos de vida particulares (ANDREWS,
1982).

As taxas de crescimento e idades de maturagdo em tartarugas marinhas sao
altamente variaveis entre as espécies (BOULON & FRAZER, 1990; BoOuULON, 1994;
BJORNDAL & BOLTEN, 1988). Entre as diferentes populagdes de Chelonia mydas também
existe uma grande variagdo (LIMPUS & WALTER, 1980; CoLLAZO et al., 1992; GREEN,
1993; BALAZS, 1995), que é observada, igualmente, entre os individuos de uma mesma
populacdo (DAVENPORT & ScoTT, 1993).

Em cativeiro, as tartarugas-verdes sdo fisiologicamente capazes de crescer

rapidamente e de atingir a maturidade sexual com cerca de 8 a 11 anos (Woob & WooD,
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1980; Woob & Woob, 1993). Enquanto o crescimento na natureza € consideravelmente
mais lento, com as estimativas de maturidade sexual variando de 18 a mais de 30 anos nas
diferentes populacfes da espécie (LIMPUS & WALTER, 1980; FRAZER & EHRHART, 1985;
FRAZER & LANDNER, 1986; EHRHART & WITHAM, 1992). Estas coloca¢Ges demonstram
que com um aporte maior de nutrientes e um menor gasto de energia 0s animais séo
capazes de crescer rapidamente. Desse modo, diferencas locais na distribuicdo dos
espécimes podem possibilitar a aquisicdo de um mesmo comprimento em diferentes
idades, como o que se observa entre os individuos da populacdo do Rio Grande do Sul e,
igualmente, entre estes e as demais populacdes ja analisadas pela mesma metodologia.

A partir da obtencdo destes resultados obteve-se o primeiro registro da presenca de
linhas de crescimento Gsseo, assim como, a primeira estimativa de idade para a populacéo
de Chelonia mydas no inicio de sua fase de desenvolvimento costeiro no Brasil. Contudo, o
desenvolvimento de uma técnica histolégica mais adequada, bem como um aumento na
amostra e uma melhor compreensédo sobre os padrées migratérios das tartarugas-verdes no
Atlantico Sul Ocidental poderdo permitir uma interpretacdo mais abrangente dos resultados
obtidos com a observacdo das marcas de crescimento 6sseo.

A continuidade dos estudos neste sentido é de fundamental importancia para que no
futuro sejam obtidas informacGes que possam contribuir para a elaboragdo de melhores
hipo6teses sobre os padrbes de ocorréncia, migracao e crescimento das tartarugas-verdes na

regiéo.
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4 — CONCLUSOES

Através da analise dos registros de encalhes da tartaruga marinha Chelonia mydas
no litoral do Rio Grande do Sul, entre 1994 e 2003, as seguintes conclusdes puderam ser
obtidas.

Chelonia mydas foi a segunda espécie mais freqliiente em termos de encalhes
cumulativos durante todo o periodo amostrado (35%), sendo Caretta caretta a espécie
mais abundante (54%).

Os individuos encontrados encalhados apresentaram comprimento curvilineo de
carapaga (ccc) entre 29 e 52 centimetros (média=38,9 cm). A partir disso, conclui-se que a
populagdo que habita o litoral do Rio Grande do Sul € constituida apenas por individuos
jovens, que provavelmente estdo em um estdgio inicial de desenvolvimento costeiro,
posterior ao estadgio de vida peldgico, e anterior a mudanca definitiva da dieta e ao
recrutamento as pastagens de alimentacdo. A partir desta consideracao, sugere-se que 0s
individuos encontrados no litoral gaucho, uruguaio e argentino migrem para latitudes
menores, mais quentes e com maior produtividade, assim que atingem um tamanho entre
50 e 60cm.

A técnica histoldgica utilizada, modificada de ZuG et al. (1986) apresentou diversos
problemas quanto a sua execucdo, sendo as etapas de descalcificagéo e inclusdo as mais
criticas no processo. O desenvolvimento de outras técnicas, e de estudos comparativos
entre estas, sdo necessarios para reavaliar a eficiéncia da técnica usualmente utilizada a fim
de serem obtidos melhores resultados.

Dos 25 Umeros que puderam ser analisados, para a verificacdo das marcas de
crescimento, apenas onze apresentaram linhas nitidas. Estes resultados corroboram os

resultados de outros autores, que também registraram a presenca variavel das marcas de
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crescimento entre individuos de uma mesma populacéo.

Naqueles individuos que apresentaram linhas de crescimento, estas variaram de
uma a cinco, indicando uma idade entre 1 e 5 anos para o término da fase de
desenvolvimento no ambiente peldgico. Estes resultados corroboram os de outros autores
que indicaram um periodo de 2 a 6 anos para a volta ao habitat costeiro, com o0s animais
apresentando, igualmente, comprimentos entre 30 e 50cm. As diferencas quanto as
estimativas de idade nas diferentes populacdes podem ser resultantes, principalmente, das
variagdes intra e/ou inter populacionais. Estas variacbes devem-se, possivelmente, a
inimeros fatores que afetam as taxas de crescimento.

Com estes resultados obteve-se o primeiro registro da presenca de linhas de
crescimento 0sseo, assim como, a primeira estimativa de idade para a populacdo de

Chelonia mydas no inicio de sua fase de desenvolvimento costeiro no Brasil.
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Anexo |- Caracterizacdo da amostra de Chelonia mydas coletada no litoral do Estado do

Rio Grande do Sul, entre marco de 1994 e setembro de 2003. NUmero de registro nos

catdlogos de campo do GEMARS, para cada individuo, com seu respectivo numero de

registro na Colecdo de Anexos do Laboratério de Herpetologia do Museu de Ciéncias e

Tecnologia da PUCRS (MCPAN), data de coleta, comprimento curvilineo da carapaca

(ccc), presenca ou auséncia de umero.

N°GEMARS N°MCPAN Data/Ano cce (cm) Umero
09 238 1994 33,0 Ausente
18 784 1994 - Presente
20 325 1994 - Presente
27 326 1994 38,0 Presente
32 320 1994 34,5 Presente
33 783 1994 45,0 Presente
38 322 1995 35,0 Presente
39 327 1995 42,0 Presente
40 328 1995 34,5 Presente
76 782 1996 - Ausente
77 774 1997 35,5 Presente
80 778 1997 37,0 Presente
85 781 1996 - Presente
86 777 1997 36,0 Presente
87 769 1997 35,0 Presente
88 761 1997 39,0 Presente
89 785 1997 37,5 Presente
90 768 1997 38,5 Presente
91 772 1997 - Presente
92 776 1997 35,0 Presente
97 - 1997 37,5 Ausente
98 - 1997 37,0 Ausente
99 - 1997 38,0 Ausente
101 771 1997 38,0 Presente
106 992 1997 39,0 Presente
109 990 1997 41,5 Presente
110 993 1997 44,0 Presente
111 991 1997 35,0 Presente
112 981 1997 42,0 Presente
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N° GEMARS N°MCPAN  Data/Ano cce (cm) Umero
113 763 1997 39,0 Presente
114 779 1997 39,0 Presente
115 762 1997 33,0 Presente
116 767 1997 39,0 Presente
117 979 1997 40,0 Presente
118 995 1997 35,0 Presente
120 978 1997 36,0 Presente
122 985 1997 38,5 Presente
125 082 1997 43,0 Presente
126 - 1997 - Ausente
127 984 1997 43,5 Presente
128 980 1997 40,0 Presente
129 986 1997 40,5 Presente
130 996 1997 36,0 Presente
131 087 1997 37,0 Presente
133 1044 1997 29,0 Presente
134 088 1997 40,0 Presente
135 983 1997 40,0 Presente
136 1043 1997 48,0 Presente
137 770 1997 33,0 Presente
138 773 1997 41,5 Presente
139 764 1997 - Presente
146 765 1998 34,5 Presente
147 955 1998 40,0 Presente
148 959 1998 39,0 Presente
149 960 1998 38,5 Ausente
150 775 1998 38,0 Presente
152 780 1998 40,0 Presente
163 957 1998 37,0 Presente
164 1038 1998 38,0 Presente
169 - 1999 42,5 Presente
171 963 1999 35,0 Presente
172 962 1999 35,0 Presente
174 1075 1999 42,0 Presente
176 958 1999 43,0 Presente
181 - 2000 40,0 Ausente
182 - 2000 - Ausente
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N° GEMARS N°MCPAN  Data/Ano cce (cm) Umero
185 - 2000 - Ausente
200 975 2000 45,5 Presente
204 1060 2000 38,5 Presente
237 - 2002 35,0 Presente
238 - 2002 40,0 Ausente
239 - 2002 45,0 Ausente
240 - 2002 38,0 Ausente
241 - 2002 38,5 Ausente
242 - 2002 34,0 Ausente
243 - 2002 35, Ausente
252 - 2002 52,0 Presente
253 - 2002 37,4 Presente
256 - 2002 38,2 Presente
258 - 2002 51,2 Presente
259 - 2003 43,5 Presente
262 - 2003 45,5 Presente
263 - 2003 40,0 Presente
267 - 2003 - Presente
268 - 2003 - Ausente
269 - 2003 41,6 Presente
273 - 2003 40,3 Presente
275 - 2003 35,2 Presente
276 - 2003 36,2 Presente
278 - 2003 39,9 Presente
279 - 2003 45,0 Presente
281 - 2003 40,5 Presente
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Anexo Il — Formulas de preparo das solugdes utilizadas na analise histoldgica

e Formula de preparo de Formalina 10%

FOIMOI 400 ... et 10 ml
AQUA AESEIAA. ...........oooevecveveeee et 90 ml

e Formula de preparo de Formalina 4%

FOIMOI 400 ...ttt et re e e ns 4 ml
AQUA ESEIIAUA. ..........ccoovveeeeeeceeeee e 96 ml

e Formula de preparo de Acido Cloridrico (Fonte: BEHMER et al., 1976)

ol To Lo Jel [o g o 4 Tol TR 4 ml
Cloreto de s0dio sol. aquOSa SAtUrada ..........cccecvereerieieeieeie e 100 ml
AQUA ESEIIAUA ..., 100 ml

e Formula de preparo de Acido Férmico (Fonte: BEHMER et al., 1976)

ACIHO TOMMICO ..ottt 5-10 ml
Aldeido fFOrmico (37 @ 4090) .....ccveiveeieiie e 5mi
AQUA ESEIIAUA ..o, 100 ml

e Formula de preparo de Acido Nitrico 5% (Fonte: BEHMER et al., 1976)

ACTHO NTETICO vttt e e 5ml
AQUA ESEIIAUA ...t 95 ml

e Fdrmula de preparo Albumina de ovo de Mayer (Fonte: BEHMER et al., 1976)

Clara de oV “Datida €M NEVE” ......oooe oottt e e e e e e 50 ml

GlICERIING ettt et e e e e e e e 50 ml
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Misturar bem e filtrar em papel-filtro. Adicionar cristais de timol como

conservante.

e Fdrmula de preparo Hematoxilina de Harris (Fonte: BEHMER et al., 1976)

Hematoxilina cristalizada ............ccoovvevviieiiii i 50
AICOOI 9590 ..ottt 100 ml
Sulfato de aluminio e aménio (alume amoniacal ou de potéssio) ................. 209
AQUA AESTHAOA ......ocvoeceee e 1000 ml
ACIHO ACELICO ...ttt 2-4 ml
Oxido de Mercirio (VErMEIN0) ..........ccvevieeeieieeeseeee e, 30

Dissolver a Hematoxilina no alcool. Dissolver o sulfato em &gua quente. Juntar as
duas soluces, ferver rapidamente e juntar o 6xido de mercdrio, fervendo novamente a
solucdo, até ela tornar-se de cor vermelho-escuro. Esfriar rapidamente e, adicionar o acido

acético. Filtrar antes do uso.

e Fdrmula de preparo Eosina (Fonte: BEHMER et al., 1976)

EOSING ..ttt e e e e nre e 10¢g
AQUA ESEIIAUA ... 100 ml

Triturar em um molar e ir adicionando agua destilada até completa dissolucao.
Solucéo de uso:
SOIUGEOD de eSLOGUE 100 ...t 10 ml

ALCOOT 950 ..o oo e e et e e e e et e e e e et e es e e et e eseereeerees e, 100 ml

e Formula de preparo Hematoxilina de Ehrlich (Fonte: BEHMER et al., 1976)

Hematoxilina cristalizada ............cccocvoieiiiii i 290
AICOOI ADSOIULD ........ceocvcee ettt 100 ml
Sulfato de aluminio e potéssio ou de aménio (alume de potassio) ................ 39



AQUA ESEIIAUA ...ttt 100 ml
ACIAO ACELICO GIACIAL ... 10 ml
(] [ ToT=] ] - PP USSP PSR 100 ml

Dissolver a Hematoxilina em 10 ml de alcool e adicionar o acido acético. Dissolver
separadamente a glicerina no restante do alcool absoluto. Misturar as duas solucgdes.
Dissolver o sulfato de potassio ou de amoénio em agua destilada quente. Esfriar e misturar
com a solucdo de Hematoxilina. Expor a luz, em ambiente quente, ocasional agitacdo

facilita a oxidacdo. Esta solucdo esta pronta para uso quando se tornar cor vinho do porto.
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	Em muitas espécies de animais, a técnica de marcação e recaptura é difícil de ser executada, e por esta razão, muitos estudos utilizando a análise de linhas cíclicas de crescimento presentes nos tecidos rígidos vêm sendo desenvolvidos em diversos grupos de vertebrados. 
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