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RESUMO

A técnica de esqueletocronologia oferece o potencial para uma rapida e ampla
caracterizacao de parametros de idade e crescimento de uma populacao a partir da
andlise de linhas ciclicas de crescimento, presentes em tecidos rigidos e vem sendo
bem utilizada em determinacéo de idade de tartaruga marinha. Ainda ndo ha relatos
na regido do Rio de Janeiro e pouco se sabe sobre as etapas de vida das tartarugas
marinhas. Deste modo, o presente trabalho tem como o principal objetivo obter a
estimativa de idade para a populacdo de Chelonia mydas (tartaruga-verde), avaliar a
técnica histologica e verificar a correlacdo do crescimento ciclicos dos 0ssos com as
biometrias e avaliar a existéncia de correlacdo entre elas. As tartarugas-verdes sao
oriundas de encalhes nas praias de Paraty a Saquarema, RJ, no periodo de 2016 a
2017, com a realizacdo de necropsia e armazenamento dos 0ssos pela empresa de
Meio Ambiente CTA. As idades foram acessadas a partir da técnica de
osteocronologia realizadas em 41 umeros, com a qual foi possivel constatar que os
individuos apresentavam idade variando de 1 a 6 anos de vida, com comprimento
curvilineo de carapaca entre 31,2 a 60,5 cm. Foi possivel, também, constatar a
correlacdo positiva entre as linhas de crescimento 6sseo e comprimento curvilineo
de carapaca. Na regido estudada, a espécie parece recrutar para o ambiente neritico
com cerca de 31 a 40 cm de carapaca, que envolve um desenvolvimento inicial em
zona pelagica de até 30 cm. Nos exemplares encontrados no litoral do Rio de
Janeiro foi verificada apenas a ocorréncia de exemplares de juvenis que estdo
iniciando o periodo de desenvolvimento costeiro e permanecem na regiao até atingir
aproximadamente 60,5 cm de comprimento curvilineo de carapaca. A técnica de
osteocronologia se apresentou eficaz, no entanto, foram feitas adaptacdes. Este
estudo é o primeiro registro da presenca de linhas de crescimento 6sseo, estimativa
de idade e comportamento biolégico para uma amostra populacional de Chelonias
mydas na regido do Rio de Janeiro.

Palavras-Chave: Osteocronologia, Chelonia mydas, 0sso, idade.



ABSTRACT

The skeletonchronology technique offers the potential for a rapid and broad
characterization of age and population growth parameters from the analysis of cyclic
growth lines present in rigid tissues and has been well used in marine turtle age
determination. There is still no report in the region of Rio de Janeiro and little is
known about the life stages of sea turtles. The aim of the present study was to obtain
the age estimate for the population of Chelonia mydas (green turtle), to evaluate the
histological technique and to verify the correlation of the cyclic growth of the bones
with the biometrics and to evaluate the existence of correlation between them. The
green turtles come from stranded in the pariahs of Paraty to Saquarema, RJ, from
2016 to 2017, with the accomplishment of necropsy and storage of the bones by the
company of Environment CTA. The ages were accessed using the osteochronology
techniqgue performed in 41 humerus, where it was possible to verify that the
individuals presented age ranging from 1 to 6 years of life, with curvilinear carapace
length between 31.2 and 60.5 cm, mean of (41.5). It was possible to verify the
positive correlation between the lines of bone growth and curvilinear carapace length.
In the studied region the species seems to recruit to the neritic environment with
about 31 to 40 cm of carapace, and that involves an initial development in pelagic
zone of up to 30 cm. The specimens found on the coast of Rio de Janeiro were only
verified the occurrence of juvenile specimens that are beginning the period of coastal
development and remain in the region until reaching approximately 60.5 cm of
carapace. The ostechronology technique was effective, however adaptations were
made. This study is the first record of the presence of lines of bone growth, age
estimation and biological behavior for the population of Chelonia mydas in the region

of Rio de Janeiro.

Keywords: osteocronology, Chelonia mydas, Bone, age
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1. INTRODUCAO

Queldnios ou testudines sdo denominacdes que agrupam todas as espécies
de tartarugas identificadas no mundo, caracterizando-se por ter o corpo protegido
por uma carapaca 0ssea. As sete espécies de tartarugas marinhas consideradas
pela taxonomia vigente incluem: Chelonia mydas (LINNAEUS, 1758), Caretta caretta
(LINNAEUS, 1758), Eretmochelys imbricata (LINNAEUS, 1766), Dermochelys
coriacea (LINNAEUS, 1766), Lepdochelys olivacea (ESCHSCHOLTZ,1829),
Lepidochelys kempii (GARMAN, 1880) e Natator depressus (GARMAN, 1880), sendo
gque as cinco primeiras sdo encontradas no Brasil, e as duas Ultimas sao
encontradas no Golfo do México.

O conhecimento das taxas de crescimento naturais e da idade dos individuos
de uma populacdo 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 extincao.

Embora dados de crescimento e idade possam ser adquiridos diretamente
para muitos organismos, esta facilidade ndo esta disponivel para as populacdes de
tartarugas marinhas. Esses animais 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 razdo, muitos estudos envolvendo determinagéo de idade utilizando
linhas ciclicas de crescimentos presentes nos tecidos duros vém sendo acumulados
para esta espécie.

A analise de marcas de crescimento nos 0ssos € denominada
esqueletocronologia e vem sendo amplamente utilizada no grupo de quelbnios e foi
aplicado pela primeira vez por Zug et al. (1986), utilizando os ossos do cranio e do
umero direito de tartarugas cabecudas (Caretta caretta). Em tartarugas marinhas o
método j4 vem sendo validado para algumas espécies.

Diante do exposto, foi possivel, com esse estudo, calcular a idade aproximada
dos animais encalhados no litoral do Estado do Rio de Janeiro, o0 que, além de ser
fundamental para conservacdo (protecdo) das tartarugas marinhas, embasara
estudos correlacionados com a etapa de vida de cada animal e, consequentemente,

com a biologia da evolucao destes individuos.
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1.1. Objetivo

Objetiva-se com esta investigacdo estimar a idade das tartarugas da espécie
Chelonia mydas (tartaruga-verde) encalhadas nas praias de Paraty a Saquarema, no

litoral do Estado do Rio de Janeiro, Brasil.

1.1.1. Objetivos Especificos

e Estipular, com as linhas de crescimento, a idade aproximada das tartarugas
marinhas;

e Comparar as taxas de crescimento ciclico dos 0ssos com o comprimento e
largura de carapaca e, assim, classificar as etapas de vida das tartarugas
marinhas;

e Comparar as taxas de crescimento com outras ja registradas para a espécie
Chelonia mydas;

e Verificar a correlagdo entre comprimento curvilineo de carapaca e linhas de
crescimento 0sseo e, assim, a partir da realizacdo de equacédo de retrocalculo,
estimar a idade das tartarugas-verdes a partir do valor de seu comprimento
curvilineo de carapaca;

e Avaliar qual etapa de vida predominou nos animais do estudo.

1.2. Justificativa

As tartarugas marinhas sédo pré-historicas e pouco se sabe acerca delas,
principalmente quanto aos padrdes de crescimento, a exemplo da Chelonia mydas.
Dessa forma, a esqueletocronologia, nesta investigacdo, tera a finalidade de
estabelecer estes parametros, obviamente, requeridos para melhor entendimento da

dindmica populacional da espécie e entendimento do seu ciclo de vida.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Quelbnios

Os primeiros fosseis de tartarugas marinhas datam de sedimentos de 110
milhdes de anos atras (HIRAYAMA,1998) e a diversidade morfolégica e taxonémica
conhecida no registro fossil supera a conhecida no presente. As tartarugas marinhas
pertencem a Classe Reptilia, Ordem Testudines, Subordem Cryptodira (POUGH et
al., 1998). Sete espécies sdo conhecidas atualmente, estdo divididas em duas
familias, sendo seis espécies de tartarugas marinhas com casco recoberto por
escudos coOrneos, da familia Cheloniidae, e uma espécie morfologicamente
divergente, com casco recoberto por epiderme coriacea, da familia Dermochelyidae
PRITCHARD, 1969; PROJETO TAMAR, 2018).

As sete espécies consideradas pela taxonomia vigente incluem: Caretta
caretta (LINNAEUS, 1758), Eretmochelys imbricata (LINNAEUS, 1766),
Lepidochelys olivacea (ESCHSCHOLTZ, 1829), Lepidochelys kempii (GARMAN,
1880), Natator depressus (GARMAN, 1880) e Dermochelys coriacea (LINNAEUS,
1766) (Figura 1).

Reino
Animalia

Classe
Reptilia

Ordem
Testudines
Subordem _

Cryptodira

Superfamilia Superfamilia
Dermochelyoidea Chelonioidea

—

s ™
Familia Familia
Dermochelyidae Cheloniidae

Figura 1. Classificacdo taxonémica das tartarugas marinhas (PROJETO TAMAR, 2019).
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No Brasil, sdo encontradas cinco espécies: tartaruga-cabecuda (Caretta
caretta), tartaruga-verde (Chelonia mydas), tartaruga-de-pente (Eretmochelys
imbricata), tartaruga-oliva  (Lepidochelys olivacea) e tartaruga-de-couro
(Dermochelys coriacea), que desovam no continente ou em ilhas oceanicas das
regibes do nordeste e sudeste (MARCOVALDI & MARCOVALDI, 1999). Fora da
estacdo 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).

Em todo mundo, estes répteis tém sido cacados ha centenas de anos, por
causa de sua carne, 6leo, 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 colbnias, estando algumas
destas, atualmente, proximas a extingdo (PROJETO TAMAR, 2018).

Indmeras ameacas a estes animais sdo conhecidas, tanto nas praias de
desova como nas areas oceanicas e costeiras, durante o periodo migratério e de
alimentacdo (CAMARA, 1982). A urbanizacdo das praias, com a construgio
crescente de edificacdo, o alto trafego de pessoas e a iluminacdo noturna sao,
atualmente, uma grande ameaca a manutencdo das areas de desova (PETERS
&VERHOEVEN, 1994). 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 espinhéis de pesca oceanica (CHAN et al.,
1988; MARCOVALDI et al., 1998; GALLO et al., 2000; MARCOVALDI et al., 2000).
Ameacas adicionais como a poluicdo dos oceanos, também tém contribuido para o
aumento dos riscos de extincdo destes animais (PROJETO TAMAR, 2018).

Assim, todas as espécies, exceto Natator depressus, estdo classificadas
como “ameacgadas” ou “vulneraveis” na lista vermelha da Unido Mundial para a
Conservacdo da Natureza (International Union for Conservation of Nature - IUNC,
2018).

2.1.1. Chelonia mydas (CM)

Chelonia mydas s&o popularmente conhecidas como tartarugas-verdes,

devido a coloracao verde da sua gordura, possui cabeca pequena com um unico par
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de escamas pré-orbitais (entre os olhos) e mandibula serrilhada, caracteristicas que
as distinguem de outras espécies (MARQUEZ, 1990). Podem atingir até 230 quilos,
e, aproximadamente, 112 a 120 cm de comprimento curvilineo de carapaca. (ATM,
2018; PROJETO TAMAR, 2018). E considerada ameacada de extingdo em nivel
internacional (IUNC, 2018) e vulneravel em nivel nacional (PROJETO TAMAR,
2018).

As tartarugas-verdes sdo facilmente distinguidas das demais por
apresentarem as seguintes carateristicas: quatro pares de escudos laterais ou
costais; doze pares de escudos marginais; cinco escudos vertebrais ou centrais,
com 0 mais anterior em contato com o escudo nucal e mais dois pares de escudos
marginais; a cabec¢a possui um unico par de escudos pré-frontais (entre as orbitais)
e quatro pares de placas pos-orbitais (CARR, 1952; PRITCHARD & TREBBAU,
1984). O plastrdo possui quatro escudos epidérmicos inframarginais, sem poros
visiveis (WYNEKEN, 2001) (Figura 2).

A distribuicdo geografica dessa espécie € bastante ampla, abrangendo os
ambientes tropicais e ocasionalmente subtropicais nos Oceanos Atlantico, Pacifico e
indico e nos Mares Mediterraneo e Vermelho (PRITCHARD & MORTIMER, 1999).

E encontrada nos mares tropicais e subtropicais, em aguas costeiras e ao
redor de ilhas, sendo rara a ocorréncia em aguas temperadas (ATM, 2018). Habitam
aguas costeiras com muita vegetacdo (areas de forrageio), ilhas ou baias onde
estdo protegidas, sendo raramente avistadas em alto-mar (PROJETO TAMAR
2018). A tartaruga-verde é tipicamente nectdnica e solitaria, podendo,
ocasionalmente, formar agregacfes em areas de alimentacdo (MARQUEZ, 1990).

4 escudos -
. o o
inframarginais 4

sem poros

1 par de placas
pré-frantais

|aterais ==

Tartaruga verde - Chelonia mydas

Figura 2. Estrutura da cabeca, casco e plastrdo da Chelonia mydas (WYNEKEN, 2001).

A alimentacao varia consideravelmente durante o seu ciclo de vida. Enquanto
juvenil € uma espécie onivora, tornando-se herbivora quando adulta, mas pode se
alimentar eventualmente de medusas, moluscos, esponjas, ovos de peixes, restos

de peixes e de outros animais marinhos. E a Unica tartaruga marinha que €
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preferencialmente herbivora na sua fase adulta (ATM, 2017; PROJETO TAMAR,
2017).

A CM coloca em média 115 ovos por postura e apos, aproximadamente, 59
dias estes eclodem. As posturas sao realizadas em intervalos de dois a trés anos,
chegando a desovar de trés a cinco vezes por temporada, com um intervalo médio
internidal (entre posturas) de 12 a 13 dias (ATM, 2017).

A maioria das areas de reproducéo encontra-se em locais onde a temperatura
da agua é superior a 25°C (MARQUEZ, 1990). As colbnias reprodutivas podem ser
encontradas no litoral dos continentes (como na Costa Rica e Suriname), em ilhas
nas barreiras de coral (Austrélia), ou ilhas oceanicas remotas (por exemplo, llha
Ascensdo e Atol das Rocas) (PRITCHARD, 1997). No Brasil, embora existam
registros de desovas em alguns pontos no litoral dos estados do Rio de Janeiro,
Bahia, Espirito Santo (MARCOVALDI & MARCOVALDI, 1999), a sua desova regular
se da apenas em ilhas oceanicas como Trindade, Atol das Rocas e Fernando de
Noronha (PROJETO TAMAR, 2017; MARCOVALDI & MARCOVALDI, 1999)

2.2. Anatomia do Umero

O umero das tartarugas marinhas difere do das terrestres em varios aspectos.
Presumivelmente, as diferencas séo relacionadas a uma reestruturacdo adaptativa
do membro anterior para o nado. O Umero das tartarugas marinhas, especialmente a
espécie Caretta caretta (Figura 3), € achatado em seccdao transversal. A maioria das
regides da diafise possuem contornos elipticos quando seccionados
transversalmente (ZUG et al., 1986).

Nas tartarugas marinhas, a cabeca do Umero faz um angulo de 45° com a
diafise diferindo com a orientacao perpendicular das outras tartarugas terrestres. Em
aparéncia geral, a superficie articular € em forma de ovo, com a extremidade
ventricular e o eixo longo dorsoventral. O processo ulnar medial (ou tuberosidade) é
estreito e alongado, estendem-se aproximadamente em um angulo de 25° do eixo; a
ponta medial do processo é fortemente proximal a cabec¢a do umero (ZUG et al.,
1986).
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Figura 3. Umero direito inteiro: A vis&o dorsal; B vis&o ventral (ZUG et al., 1986).

O processo radial (ou lateral) esta distal a cabeca e ventralmente na borda
preaxial da diafise. O processo ulnar medial (ou tuberosidade) é estreita e alongada,
estendendo-se posteromedialmente em, aproximadamente, um angulo de 25 ° do
eixo; a ponta medial do processo é fortemente proximal a cabeca umeral. O
processo radial € frequentemente indicado para ter deslocamento distal no eixo,
ainda uma comparacado de sua posicado e orientacdo em outras tartarugas, o que
sugere que a mudanca da orientacdo da cabeca e alongamento do processo ulnar
resultam em uma mudanca na posicao relativa, mas nao real no eixo (ROMER,
1956). De acordo com Zug et al.(1986), outro processo surge na borda pré-axial
proximo ao processo radial. Este processo € chamado de crista deltopeitoral devido
a sua localizagdo no centro da insergcdo do musculo deltoides e peitorais, (ROMER,
1956; ZUG et al., 1986). Imediatamente distal a estes dois processos a diafise
estreita e depois amplia gradualmente (ao longo do eixo pré-postaxial) direcdo aos
epicondilos. A superficie epicondilar € lisa com apenas uma pequena concavidade
medial para separar os epicondilicos radiais e lunares. O epicondilo radial esta
marcado em subadultos e juvenis pelo sulco ectepicondilar. O sulco gradualmente
fecha com a idade a medida que a area epicondilica cresce além e ao redor de

nervos e vasos (ZUG et al., 1986).
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Externamente, o Umero é constituido de uma densa e lisa superficie 6ssea,
exceto para as superficies articulares e algumas das principais insercdes
musculares. A cabeca umeral, processo ulnar, processo radial, nos processos
deltopeitoral e os epicondilos possuem superficies lisas e porosas. As regifes da
fossa intertubercular, regido entre processo radial e deltopeitoral, e a superficie
dorsal da diéfise adjacente a cabeca sdo comumente rugosas, outras regides
desenvolvem cristas e rugosidades em tartarugas maiores (presumivelmente mais
antigas) (ZUG et al., 1986). Internamente (Figuras 4), o Umero consiste em uma
concha estreita de osso compacto denso e um nucleo de osso esponjoso (ZUG et
al., 1986).

Em Dermochelys coridce, o umero é extremamente achatado e composto
principalmente de 0sso esponjoso com, relativamente, pouco osso lamelar cortical e
com vasos sanguineos calibrosos e cartilagem nas suas superficies articulares
(Figuras 4-5). Em esqueletos preparados, a cartilagem € muitas vezes perdida. Os
extensos canais vasculares na cartilagem sao indicativos da formacdo 6ssea do
“chondro-osseus”, isso é diferente do 0sso cheldnico que é formado por deposicao
de relativamente espessas camadas (lamelas) de osso cortical em torno de um
nucleo 6sseo celular (WYNEKEN, 2001).

Figura 4. Secdes transversais representativas do  Figura 5. Formac&o Ossea de Chondro-

umero (ZUG et al., 1986). osseus. Os canais vasculares séo vistos no
corte da extremidade de Umeros de tartaruga
de couro. (WYNEKEN, 2001).
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2.2.1. Histologia do Tecido Osseo

O o0sso como 6Orgao € a unidade do sistema esquelético, apropriado para
funcdo de sustentacdo, protecio e deposito de minerais. E constituido por tecido
0sseo, conjuntivo propriamente dito (periésteo e enddsteo), hemocitopoiético,
vascular, adiposo e cartilaginoso. Sabidamente o tecido ésseo € um conjuntivo
especializado constituido por matriz organica e minerais e que apresenta trés tipos
celulares: osteoblasto, ostedcito e osteoclasto. E um tecido metabolicamente ativo,
sendo continuamente renovado por processos anabdlicos (aposicdo) e catabolicos
(reabsorcdo). A renovacao 0ssea € intensa nas fases de crescimento, gestagéo, e
lactacdo, reduzindo-se com o tempo, mas nunca cessando (SANTOS & ALESSI,
2017).

Os osteoblastos derivam-se de células-tronco mesenquimais da medula
0ssea, endosteais e trabeculares, sintetizam matriz organica ndo mineralizada nas
superficies 0sseas preexistentes sobre matriz cartilaginosa, ou sobre condensacéo
de colageno e sao responsaveis, também, pela mineralizacdo da matriz 0ssea
(osteoide). A medida que produzem a matriz e ficam envoltas por ela, passam a ser
denominadas ostedcitos. As principais acdes dos ostedcitos sdo manter a viabilidade
do tecido 6sseo e promover a reabsorcdo Ossea por ostedlise osteocitica,
mecanismo essencial para manter constantes os niveis de calcio extracelulares. Os
osteoclastos sdo células multinucleadas derivadas da fusdo dos precursores das
células mononucleares hematopoéticas, com diferenciacdo dependente dos fatores
liberados pelas células da linhagem osteoblastica. Sua fungédo principal, quando
ativados, é promover a reabsor¢cdo Ossea por osteoclasia (SANTOS & ALESSI,
2017).

O tecido 6sseo apresenta dois tipos de configuracao: trabecular ou esponjoso
e ostednico ou compacto. O tecido 6sseo trabecular € formado por trabéculas
dispostas umas ao lado das outras, conectadas e circundadas por tecido conjuntivo
vascularizado. O tecido 6sseo ostednico é formado por trabéculas dispostas de
forma concéntrica em torno de um canal com tecido conjuntivo vascular (canal de
Havers) formando Osteons unidos entre si por lamelas intersticiais (SANTOS &
ALESSI, 2017).

O osso é classificado pelo arranjo de fibrilas de coldgeno na matriz (0sso

reticular ou lamelar) ou pelo tipo de tecido conjuntivo precursor (ossificacao
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intramembranosa ou endocondral). Osso reticular possui fibrilas de coldgeno que
estdo dispostas de maneiras anastomosante e irregular e o 0sso lamelar possui uma
matriz mais organizada que é depositada em camadas. Os dois tipos de
desenvolvimento 6sseo dependem de células especificas que se diferenciam em
dois microambientes especificos, quando o osso se forma diretamente do tecido
conjuntivo é denominado de ossificacdo intramembranosa e quando se forma a
partir de modelos cartilaginosos preexistentes € denominado ossificacao
endocondral ou intracartilaginosa. Durante esse processo a cartilagem calcificada é
substituida por osso (EURELL & FRAPPIER, 2012).

2.3. Estudo de crescimento e determinacéo de idade

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

Para determinar o crescimento, técnicas podem ser utilizadas: as diretas e as
indiretas. As técnicas diretas consistem em determinar o aumento de tamanho dos
individuos ao longo do tempo através de sua marcacdo e recaptura. Os métodos
indiretos incluem as analises de frequéncia de comprimentos dos individuos em
amostras da populacao e o exame de marcas de crescimento em tecido duro (DAM,
1999).

Em muitas espécies, a técnica direta para determinacao de idade é dificil de
ser realizada, por esta razdo a andlise de linhas ciclicas de crescimento presentes
nos tecidos duros vem sendo desenvolvida em diversos grupos de vertebrados. Em
peixes, por exemplo, as estruturas utlizadas s&o principalmente otélitos
(PANELLA,1971; CERCHIARI & ANDRADE, 2000), em mamiferos marinhos, estas
linhas ciclicas sédo observadas nos dentes (HOHN & FERNANDEZ, 1999). No grupo
dos queldnios, além de osso (CASTANET & CHEYLAN, 1979; CASTANET, 1982;
ZUG et al., 1986), a carapaca também é amplamente utilizada na determinacdo da
idade dos animais (GERMANO & BURY, 1998 e WILSON et al., 2003).

Esqueletocronologia é uma subdisciplina do vasto campo de estudo chamado
esclerocronologia, que € a investigacdo da temporariedade associada as

caracteristicas de historia de vida através da analise de estruturas duras ou
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calcificadas nos organismos (AVENS & SNOVER, 2013). Grande quantidade de
dados tem sido obtida em relacdo a idade e padrdo de crescimento de anfibios e
répteis, utilizando linhas de crescimento ciclicas em seus o0ssos (CASTANET &
SMIRINA, 1990).

A técnica de esqueletocronologia oferece o potencial para uma rapida e
ampla caracterizacdo de parametros de idade e crescimento de uma populacdo
(AVENS & SNOVER, 2013). Esta técnica assume que uma relacdo constante e
proporcional existe entre o crescimento dos 0SS0s e 0 crescimento somatico, e que
anéis de crescimento periddicos sdo depositados em intervalo de tempo regular e
constante (CHALOUPKA & MUSICK, 1997).

Mattox (1936) foi o primeiro a reconhecer o potencial de anéis ou marcas de
crescimento 6sseo como meio de estabelecer o envelhecimento de tartarugas. Ele
observou que, em Chrysemys picta menores em comprimento, menos anéis eram
evidenciados e, em tartarugas com comprimentos maiores, mais anéis eram

observados.

2.3.1 Crescimento e determinacéo de idade em tartarugas marinhas

Trabalhos tém sido realizados com espécies de tartarugas marinhas, através
de marcacéo e recaptura (FRAZER & EHRHART, 1985; LIMPUS & WALTER, 1980;
BJORNDAL & BOLTEN, 1988), contudo, estes animais possuem caracteristicas que
dificultam a realizacdo deste tipo de estudo. As tartarugas marinhas possuem
crescimento lento, sendo necessario um grande investimento de tempo para obter
resultados satisfatorios. A probabilidade de recaptura dos individuos marcados é
muito baixa, devido as peculiaridades de cada estagio de vida, também devido as
altas taxas de mortalidade no estagio juvenil de vida, além de alta mortalidade,
induzida pelo homem, tanto de juvenis quanto de adultos (BJORNDAL & BOLTEN,
1998). Neste contexto, os numerosos encalhes de tartarugas marinhas mortas
podem ser convertidos em valiosos espécimes para pesquisa de
esqueletocronologia (ZUG et al., 1986).

Andlises de linhas de crescimento nos ossos tém sido realizadas para
diversas espécies de tartarugas marinhas em diferentes regides geogréficas,
inclusive para Caretta caretta (SNOVER & HOHN, 2004; AVENS & GOSHE, 2007;
CASALE et al., 2011) e Chelonia mydas (ZUG et al., 2002; GOSHE et al., 2010;
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AVENS et al., 2012). Zug et al. (1986) utilizaram a técnica em diversos o0ssos de
Caretta caretta e concluiram que o Umero apresenta as marcas de crescimento mais
evidentes. Cada marca de crescimento consiste em uma area de coloracéo clara e
uma area de coloracdo escura, a area clara representa um periodo de rapido
crescimento, e a escura, crescimento lento ou nulo (ZUG et al., 1986). Juntas, uma
area clara e uma area escura adjacentes representam um ciclo completo de
crescimento, ou seja, um ano em tartarugas marinhas (ZUG et al., 1986).

O padrdo de deposicdo anual de marcas de crescimento em tartarugas
marinhas tem sido validado em vérios estudos, através de marcacao de individuos
com tetraciclina (KLINGER & MUSICK, 1992; COLES et al., 2001; SNOVER et al.,
2010), marcagcdo e recaptura (GOSHE et al., 2010; AVENS et al., 2012) em
individuos com idade conhecida (SNOVER & HOHN, 2004; GOSHE et al., 2010). A
relagdo proporcional entre crescimento somético e crescimento 6sseo também ja foi
validada (SNOVER et al., 2007; GOSHE et al., 2010; AVENS et al., 2012).

O remodelamento intracortical do 0sso, juntamente com sua vascularizacéo, &
uma das dificuldades encontradas na pratica da esqueletocronologia em quelénios e
crocodilianos, podendo destruir marcas de crescimento mais antigas (CASTANET &
SMIRINA, 1990; SUZUKI, 1963). Nas tartarugas marinhas ha um incremento de
tamanho de 18 a 20 vezes, desde o0 nascimento até a idade adulta, o que sugere
uma maior reorganizacdo estrutural no esqueleto, reabsorcdo/remodelamento séo
evidentes em todos o0s 0ssos (ZUG, 1990). Alguns métodos tém sido propostos para
estimar o nimero de marcas de crescimento perdidas pelo remodelamento ou
reabsorcdo do osso (KLINGER & MUSICK, 1992; PARHAM & ZUG, 1997; ZUG et
al., 2002; SNOVER et al., 2007).

2.3.2. Crescimento e determinacao de idade em Chelonia mydas

Taxas de crescimento de tartarugas-verdes sao altamente variaveis, tanto
entre populagbes como dentro de uma mesma populagdo, podendo ser
influenciadas por genotipo, sexo, qualidade do habitat, temperatura da agua e dieta
(BJORNDAL & BOLTEN, 1988). Taxas meédias de crescimento de tartarugas-verdes
no oeste do Atlantico tém variado entre 3-5 cm ao ano, seguindo sua entrada em
habitats neriticos (ZUG & GLOR, 1998). Avens et al. (2012) afirmam que o alto grau



25

de variabilidade de taxas de crescimento indica que grandes volumes de amostras
sd80 necessarios para avaliar padrdes de crescimento de tartarugas-verdes.

Diversos estudos utilizando esqueletocronologia para estimativa de idade ou
taxas de crescimento de tartarugas-verdes ja foram realizados no Atlantico Norte
(BJORNDAL et al., 1998; ZUG & GLOR, 1998; GOSHE et al., 2010; AVENS et al.,
2012) e no Pacifico (ZUG et al., 2002). No Brasil, Torezani et al. (2009) investigaram
0 crescimento de tartarugas-verdes juvenis em uma area de descarga de efluentes
industriais no litoral sudeste, através de marcacdo e recaptura, nas areas com
grande concentracdo de individuos, pincipalmente juvenis, no arquip€lago de
Fernando de Noronha (SANCHES & BELLINI, 1999), também foram desenvolvidos
estudos envolvendo a marcacéo e recaptura. No Rio grande do Sul, alguns trabalhos
ja foram realizados em relacdo a aspectos relacionados ao crescimento e idade em
Chelonia mydas (LENZ, 2013; TRIGO, 2004).

As tartarugas-verdes agregam-se nas areas de reproducdo e se espalham
pelas areas de alimentacdo, podendo haver, em uma mesma area, individuos de
estoques genéticos diferentes. A distribuicdo das classes de tamanho observadas
para esta populacdo no estado do Rio de Janeiro indica que é composta por
individuos juvenis que estdo na costa brasileira devido ao seu habito alimentar
(PROJETO TAMAR, 2017). Assim, torna-se importante a realizagdo de estudos
sobre a idade dos animais que estdo nesta fase do ciclo de vida, visto que a
aguisicdo de dados sobre este periodo é, também, impedida pela falta de técnicas

diretas adequadas e duradouras.

2.3.3 Andlise das marcas de crescimento

Cada linha de crescimento possui duas areas, uma clara e uma escura. A
area clara representa o crescimento rapido, e a escura, um crescimento lento ou
até nulo, juntos representam um ciclo completo de crescimento (marca de
crescimento esquelético) que equivale a um ano de vida (ZUG et al., 1986)

A primeira linha de crescimento (“annulus”) em tartaruga marinha é
depositada diante do centro do osso, enquanto as linhas de crescimento mais
recentes ocorrem ao longo da circunferéncia mais externa (Figura 9) (ZUG et al.,
1986).
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Figura 6. Corte histolégico do umero de uma tartaruga Caretta caretta. Setas indicando a primeira
linha de crescimento “annulus”, barras (l) indicando o ndmero de linhas de crescimento (PETITET,
2010).

Reabsor¢édo e remodelamento ocorrem nas camadas mais internas do 0sso,
principalmente em tartarugas marinhas, seu diametro transversal (0 eixo mais
estreito) aumenta dez vezes desde a incubacéo até a idade adulta. Além disso, ha
mudancas nas propor¢des e na orientagdo do eixo longitudinal, assim, o Uumero
original e as primeiras camadas séo totalmente substituidos por remodelacdo e
crescimento endosteal (ZUG et al., 1986).

A taxa de crescimento foi calculada a partir da aplicagao da técnica de “retro-
calculo”, utilizada em muitos trabalhos com esqueletocronologia de tartarugas
marinhas. A técnica em questao se baseia no conceito de um padréo das linhas de
crescimento, sendo proporcional ao crescimento do animal, e relacionando as
dimensbes dos ossos com o tamanho do corpo, pb6de-se confirmar a
proporcionalidade (LENZ, 2013).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Area de estudo

O estudo foi realizado no litoral do Rio de Janeiro, na extensdo de Saquarema,
Latitude: 22° 55’ 52”S e Longitude: 42° 29’ 47” W a Paraty, Latitude: 23° 13" 04”S e
Longitude: 44° 42’ 47" W (Figura 6). As amostras de umeros foram coletadas das

nadadeiras anteriores, direita e esquerda de carcacas encalhadas.
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Figura 7. Mapa com destaque na area de estudo, extensao de Saquarema, Latitude: 22° 55’ 52"S e
Longitude: 42° 29’ 47 W a Paraty, Latitude: 23° 13" 04”S e Longitude: 44° 42’ 47" W.

3.2. Procedéncia das amostras

As necropsias de tartarugas marinhas foram realizadas por médicos
veterinarios treinados da empresa CTA — Meio Ambiente, seguindo um protocolo

padrdo de acordo com Wyneken (2001), entre 2016 e 2017, em animais
encontrados encalhados mortos no litoral do Estado do Rio de Janeiro, na extensao
de praias de Paraty a Saquarema.

Em campo, os individuos foram medidos (Figura 7) e, quando possivel,
pesados e sexados. Entretanto, devido principalmente ao estado avancado de
decomposicdo de alguns espécimes, estes ndo apesentaram condigbes para

realizacdo de tais procedimentos. As medidas basicas tomadas para cada animal
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foram o comprimento curvilineo da carapaca (CCC) e a largura curvilinea méaxima de
carapaca (LCC). O comprimento curvilineo da carapaca € medido na linha mediana
da carapaca, desde o ponto médio anterior (escudo nucal) até a por¢cdo mais distal
das escamas supracaudais (Figura 7a). Ja a largura curvilinea é medida no ponto

mais largo da carapaca (Figura 7b).

Figura 8. Medidas realizadas em campo nos exemplares de Chelonia mydas encontradas no litoral
do Rio de Janeiro. A comprimento curvilineo da carapaca (ccc) e B largura curvilinea méaxima de
carapaca (Icc) (WYNEKEN, 2001).

Foram realizadas medidas dos umeros, seguindo o método de Trigo (2004),
(Figura 8):

As medidas realizadas foram as seguintes:

1) comprimento maximo (CM): distancia da extremidade mais proxima do
processo ulnar a superficie articular distal;

2) comprimento longitudinal (CL): distancia da superficie préxima a cabeca a
superficie articular distal, paralela ao eixo longitudinal do tmero;

3) comprimento do processo ulnar (CPU) até a juncdo da cabeca e do
processo;

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

5) largura proximal (LP): distdncia da superficie pré-axial da cabeca a
superficie pds-axial do processo ulnar, perpendicular ao eixo longitudinal;

6) comprimento do processo radial (CPR): distancia entre as bordas pré e pos

axiais do processo, diagonal ao eixo longitudinal;
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7) largura na crista deltopeitoral (LCDp): distancia transversal da haste desde
a superficie pré até a pdés-axial na crista deltopeitoral;

8) largura média (LM): distancia da superficie pré até a pos-axial no ponto de
largura minima;

9) largura distal (LD): distancia transversal da superficie pré até a pos-axial na
juncao dos condilos articulares com a haste (diafise);

10) diametro maximo da cabeca (DCMax);

11) diametro minimo da cabeca (DCmin);

12) espessura (E): profundidade minima meio da haste, aproximadamente a

cerca a largura média (LM), perpendicular aos eixos longitudinal e transversal.
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Figura 9. Vista proximal (A), dorsal (B) e ventral (C) de imero de Chelonidade (modificado de Zug et
al., 1986) com a indicacdo das medidas tomadas (conforme descrito no item 3.2), principais estruturas
anatbmicas e o local de retirada da seccdo para preparagdo histolégica (a). Medidas conforme
descrito no item 3,2: 1- comprimento maximo (CM); 2- comprimento longitudinal (CL): distancia da
superficie proxima a cabeca a superficie articular distal, paralela ao eixo longitudinal do Umero; 3)
comprimento do processo ulnar (CPU); 4- comprimento proximal (CP); 5- largura proximal (LP); 6-
comprimento do processo radial (CPR); 7- largura na crista deltopeitoral (LCDp); 8- largura média
(LM); 9- largura distal (LD); 10- didmetro méximo da cabe¢a (DCMax); 11- didametro minimo da
cabec¢a (DCmin); 12- espessura (E).
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3.3. Preparacao das amostras

Nos individuos encalhados, um total de 41 exemplares de Umeros de
Chelonia mydas, tanto os esquerdos como os direitos, foram coletados, congelados
e acondicionados em sacos plasticos.

O material, entédo, foi encaminhado para o Setor de Morfologia e Anatomia
Patolégica (SMAP) do Laboratério de Morfologia e Patologia Animal (LMPA), no
Hospital Veterinario (HV) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), onde foram acondicionados sob refrigeracao.

A técnica histolégica das amostras para analise se baseou nas metodologias
de Zug et al. (1986), Trigo (2004), Petitet (2010). Esta técnica é usualmente a mais
utilizada para a realizacdo deste tipo de estudo de determinacdo de idade em
tartaruga marinha (ZUG E PARHAM, 1996; PARHAM & ZUG, 1998; ZUG & GLOR,
1998; ZUG et al., 2002; BJORNDAL et a., 2003; TRIGO, 2004).

1. Maceracao — os umeros foram acondicionados em tanques, submersos
em agua por 20 dias, numa propor¢cdo equivalente a trés vezes o
volume de 4gua para uma vez do volume do Umero.

2. Secagem — Apds lavagem, foram colocados para secar em local aberto
por 14 dias.

3. Medidas — Previamente ao corte e a preparacao histologica, os
umeros foram medidos de acordo com Zug et al. (1986), sendo
tomadas 12 medidas para cada umero, utilizando-se um paquimetro
com precisado de 0,02 mm. A realizacdo destas medidas foi importante
para permitir a analise da correlagcdo entre tamanho do corpo e
tamanho do umero.

4. Corte — Apés a realizacdo das medidas, uma seccédo transversal do
osso foi retirada na por¢cdo média da diéfise, proximo a crista
deltapeitoral, utilizando serra de arco manual. Segundo Sheehan &
Hrapachak (1973), as seccbes foram cortadas com uma espessura de
aproximadamente 3 mm. Apdés o corte, as secc¢des foram, entéo,
submetidas a preparacao histologica.

5. Fixagdo quimica — conforme Trigo (2004), as seccdes foram
armazenadas em formalina tamponada 10%, por um periodo de 12

horas.
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6. Descalcificagdo — foi utilizado &cido nitrico a 10% (TRIGO 2004). O
periodo de descalcificacéo foi de 4 a 10 dias.

7. Enxague — apoés o término de descalcificacdo os ossos foram lavados
em agua corrente, pelo menos, 12 horas.

8. Processamento histotécnico de rotina foi realizado no processador TP
1020 Leica. Com a desidratacdo do material em banhos de &lcool,
clarificacéo em xilol, sendo embebidas em parafina, seccionadas (5 e 7
MmM), no microtomo semiautomatico RM 2145, coradas pela
Hematoxilina e Eosina Harris (10 a 15 minutos) e montadas em

laminas StarFrost advanced adhesive.

3.4. Andlise das marcas de crescimento

ApOGs a visualizacdo e verificagdo de linhas de crescimento, 0os 0Ss0s que
apresentaram a primeira linha de crescimento “annulus”, a idade equivalente das
tartarugas, correspondeu ao total de linhas observadas. Nos animais que nao
retinham a primeira linha de crescimento “annulus”, a idade equivalente foi o
numero de linhas de crescimento observadas, adicionada ao numero de linhas
perdidas, que foi calculado baseado no fator de correcéo das no fator de correcéo
demonstrado por Parharm e Zug (1998).

As laminas com exibicdo das linhas de crescimento foram fotografadas pela
camera Leica DFC 450C, com a utilizacdo do software Leica Application Suite (LAS)
versao 4.12, em microscoépio (Leica DMLB). A identificacdo, contagem e medidas
das linhas de crescimento foram realizadas.

Cada secdao foi analisada independentemente por dois leitores e as leituras
comparadas a fim de obter-se um consenso sobre a posicdo e o numero de linhas
de crescimento. As linhas de crescimento foram numeradas sequencialmente do
centro para a periferia da se¢do do umero (Figura 9). O didmetro de cada linha de
crescimento representou o didmetro do Umero do individuo para a idade
correspondente ao numero da linha.

ApOs a visualizagao e verificagdo das linhas de crescimento, foi realizada a

analise dos dados de idade estimada e tamanho (CCC, LCC, CT), como descrito
por Trigo (2004) e Lenz (2013), para a verificacdo da correlacdo, fornecimento de

um banco de dados e possibilitar a predilecao das linhas de crescimento a partir do
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comprimento curvilineo, largura curvilinea de carapaca e comprimento total, com a
utilizacdo de uma equacédo de regressao linear, conforme Lenz (2013) e Snover et
al., (2007).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Visualizacédo das linhas (Laminas) e confec¢do de um banco de dados

As 12 medidas (Figura 9) dos umeros analisados e a interpretacdo das linhas
de crescimento nas secc¢des dsseas foram organizadas em tabelas para a criacdo
de um banco de dados de referéncia para dimensdes Osseas e linhas de

crescimento (Apéndice | e II).

4.2. Classe de tamanho de Chelonia mydas no litoral do Rio de Janeiro, de

Paraty a Saquarema.

Dos 41 espécimes de tartaruga-verde coletadas, apenas 38 apresentaram
condi¢cdes de serem medidos, e os comprimentos curvilineos de carapaca (CCC)
registrados variaram de 31,2 a 60,5 cm (Figura 10). A maioria dos exemplares
(34,2%) pertencia aos animais que variaram em comprimento de carapaca de 35 a
40 cm (Figura 10).

60 | 65 2.6%
_ l
55 —-| 60 0,0%
_ |
50 --| 55 5,3%
) I
Q 45|50 7.9%
40 | 45 28,9%
35 --| 40 34,2%
30 | 35 21,1%

Figura 10. Distribuicdo por classes de tamanhos das tartarugas-verdes encalhadas no litoral do Rio
de Janeiro, na extenséo da praia de Paraty a Saquarema, no Periodo de 2016 a 2017.
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Dados semelhantes ao presente trabalho foram obtidos na Argentina e
Uruguai por Frazier (1984), que registrou tartarugas-verdes com comprimento
curvilineo de carapaca variando entre 27 e 50 cm, sendo que 82% dos exemplares
apresentaram comprimento entre 32,5 e 42,4 cm.

No Rio Grande do Sul também foi possivel observar semelhangca com os
dados apresentados anteriormente, no qual Lenz (2013) registrou tartarugas com
comprimento curvilineo de carapaca variando de 30,6 e 62 cm (média = 41 + 5,8).
Comprimentos bem proximos do encontrado por Lenz (2013) foi anteriormente
descrito por Trigo (2004), que registrou tartarugas com comprimento curvilineo de
carapaca variando de 29 a 52 cm, também, no Rio Grande do Sul. Ja Silva &
Almeida (1998) registraram para o Rio Grande Sul, no ano de 1996, exemplares com
comprimento variando entre 20 a 80 cm (CCC). Esses ultimos resultados exibidos
por Silva E Almeida (1998) apresentam uma faixa mais ampla de comprimento
curvilineo de carapaca registrada para o Rio Grande do Sul.

Segundo Boulon & Frazer (1990), Collazo et al. (1992) e BjorndaL et al.
(1998), composicdo de classes e tamanhos entre 25 e 75 cm sédo indicativos de
populacdo de individuos juvenis. Assim, as classes de tamanho observadas no
presente trabalho, parte do litoral do Rio de Janeiro, para tartaruga-verde que
habitam o litoral gadcho, quanto o Uruguai e da Argentina, indicam que estas
populacdes estdo constituidas de animais em estado de vida juvenil. Dado dispar a
esse padrdo, que indicou presenca de animais adultos no Rio Grande do Sul, foi
obtido por Silva & Almeida (1998).

Dados diferentes do registrado para o litoral do Rio de Janeiro foram
encontrados no estado do Parand, no qual D'Amato (1991) relatou a existéncia 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 com comprimento
curvilineo de carapaca variando de 27 a 96 cm, porém, a média de comprimento foi
de 40,6 cm, sendo 99,3 % das tartarugas capturadas representadas por individuos
juvenis (MARCOVALDI et al., 1998).

Também no arquipélago de Fernando de Noronha, Sanches & Bellinl (1999)
verificaram individuos com comprimentos entre 32 e 83 cm (tendo a maioria destes,
um comprimento entre 40 e 50 cm), onde diferente do presente trabalho foi possivel

verificar a presenca de individuos adultos e juvenis. Em Almofala, no Cear,
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Marcovaldi et al. (1998) constataram que 70,1% das tartarugas encontradas consiste
em individuos juvenis.

A partir da observacdo destes padrbes diferenciados de distribuicdo de
classes de tamanho para estas regides do litoral brasileiro e baseando-se no
tamanho de fémeas maduras que desovam na llha de Trindade (90-143,5 cm de
CCC), a mais importante area de desova da espécie, no Brasil (ALMEIDA et al.,
2011), conclui-se que os individuos registrados no litoral fluminense do Rio de
Janeiro s&o juvenis, com comprimento curvilineo da carapaca variando de 31,2 e
60,5 cm e idade estimada de 1 a 6 anos (Figura 10).

Os dados obtidos para o litoral do Rio de Janeiro sdo compativeis com 0s
encontrados nos litorais gauchos, uruguaios e argentino, onde a populacdo é
predominantemente constituida de animais juvenis. Ja para Fernando de Noronha,
no estado de Pernambuco e Ubatuba, no estado de Sao Paulo, h& registro de
populacées de tartaruga-verde em estagio de vida juvenil, subadulto e adultos.
Segundo Carr (1980), grupos de tartarugas-verdes de diferentes idades podem
ocorrer em uma mesma area, desde que existam recursos alimentares disponiveis
para suportar tantos animais juvenis, apresentando uma dieta principalmente
carnivora, quanto animais adultos herbivoros.

A espécie Chelonia mydas possui distribuicdo cosmopolita, desde os tropicos
até as zonas temperadas, sendo a espécie de tartaruga marinha que apresenta
habitos mais costeiros, utilizando estuéarios de rios e lagos (HIRTH, 1997). No Brasil,
as areas prioritarias de desova para individuos adultos estdo localizadas em ilhas
oceanicas: llha de Trindade (Estado do Espirito Santo, MOREIRA et al., 1995), Atol
das Rocas (Estado de Pernambuco, BELLINI & SANCHES 1996). Na costa
brasileira, areas de desova secundarias ocorrem no litoral norte do estado da Bahia,
esporadicamente em Sergipe e Rio Grande do Norte. Apesar das areas reprodutivas
com informagé&o disponivel se limitarem aos estados descritos acima, as ocorréncias
nao reprodutivas, sobretudo de individuos em estagio juvenil, se distribuem ao longo
de toda costa (MARCOVALDI & MARCOVALDI 1999). Os dados expostos acima
corroboram os achados sobre a distribuicdo das populacbes de tartaruga-verde
encontradas no litoral fluminense do Rio de Janeiro e nos outros estados citados
anteriormente (CARR, 1980; MOREIRA et al.,, 1995; MARCOVALDI et al., 1998;
SILVA & ALMEIDA, 1998; SANCHES & BELLINI, 1999; GALLO et al., 2000; TRIGO;
2004; ALMEIDA et al., 2011; LENZ, 2013)
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4.3. Técnica histolégica

A partir da metodologia proposta por Zug et al. (1986), houve a necessidade
de algumas modificacdes, visto que com a metodologia original ndo foram obtidos
0S resultados esperados. Em muitos trabalhos com esqueletocronologia em
tartarugas marinhas nao foram relatados problemas quanto a metodologia, em
contra partida, no presente trabalho, a analise da técnica histolégica foi modificada
em vista da constatacdo de inuUmeras dificuldades referentes a sua replicacao.
Questionamentos e modificacdo da técnica ja haviam sido descritos (TRIGO, 2004,
BJORNDAL et al., 2003; MEASEY, 2001).

Dos 41 umeros inicialmente submetidos a preparacao histologica, apenas 39
apresentaram condicfes satisfatorias para realizacdo da analise. Os dois umeros
nao foram analisados, pois se encontravam fraturados exatamente abaixo da crista
deltapeitoral (Figura 3), impossibilitando a realizacdo das medidas e analise de
forma representativa das linhas de crescimento ésseo, visto que parte da regido
cortical, onde as linhas mais recentes (atuais) sao depositadas, foi perdida.

Cerca de 16 umeros apresentaram problemas durante a preparacdo, e
apresentaram dificuldades ao serem cortados no micrétomo, no qual foi necessario
repeticdo de todas as etapas para que fosse possivel a andlise desses Umeros.
Dois 0ssos, na etapa de descalcificacdo, quando ainda ndo estava estabelecida
exatamente a metodologia a ser utilizada, sofreram danos da ma descalcificacéo,
mas foram recuperadas e nédo foi preciso descarta-los. As fases da preparacéo,
anteriores ao corte (descalcificacdo e inclusao), foram criticas na obtencdo dos
resultados.

Nos trabalhos de Trigo (2004), Measey (2001) e Bjorndal et al. (2003), estas
dificuldades foram relatadas. Measey (2001) e Bjorndal et al. (2003) submeteram 40
espécimes, sendo que alguns sofreram danos e foram excluidos da analise. Bjorndal
et al. (2003) utilizaram a mesma preparacdo histologica de ZUG et al. (1986), e
12,5% das amostras sofreram danos, enquanto Measey (2001) utilizou uma
metodologia diferente da proposta original e 25% dos 0ssos ndo puderam ser lidos e
medidos adequadamente, sendo descartados na analise. Os autores desses
trabalhos ndo esclareceram em que parte da metodologia, quais foram os danos e

quais as possiveis causas.
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Trigo (2004) em seu trabalho, assim como Measey (2001), ndo utilizou a
metodologia original proposta por Zug et al. (1986) e cerca de 50% das amostras
utilizadas ndo puderam ser analisadas. Trigo (2004) relatou que os 0ssos utilizados
em seu trabalho, inicialmente demostravam estarem totalmente descalcificados, mas
apos a inclusdo na parafina, o material apresentava uma consisténcia muito mais
resistente do que aquela observada no final do processo de descalcificacdo. Ao
serem cortadas no micrétomo, as seccbes se dilaceravam ou se partiam,
impossibilitando, assim, cortes satisfatorios para analise. A dificuldade relatada por
Trigo (2004) foi observada na execucdo do presente trabalho, como descrito
anteriormente, os 16 Umeros demostram-se rigidos no processo de corte em
micrétomo, se partindo ou impossibilitando cortes satisfatorios para as etapas
seguintes, e subsequente analise.

Duas hip6teses foram propostas, a primeira seria a de que problemas na fase
de descalcificacdo do material estariam afetando o restante do processamento e a
segunda, estaria relacionada a fase posterior a descalcificacdo, clarificacdo e
inclusédo (TRIGO, 2004).

4.3.1 Descalcificacao

Em 16 seccdes 0sseas foi constatado o enrijecimento inadequado do material
e, inicialmente, supbs-se que o problema estaria na descalcificacdo. No presente
trabalho, o &cido de escolha foi o acido nitrico a 10%, que é o descalcificador mais
empregado nos trabalhos de esqueletocronologia no grupo dos anfibios e répteis
(CASTANET et al., 1988; CASTANET et al., 1996; MEASEY, 2001). Nos trabalhos
mencionados acima, as concentracdes dos descalcificadores variaram de 2,5% até
10%. Para este trabalho, utilizou-se este &cido na concentracdo de 7% e 10%. Na
solucéo de acido nitrico a 7%, as seccoes levavam aproximadamente 14 dias para
descalcificar, mas quando seguiam para etapa de corte em micrétomo, o material
ainda se encontrava resistente a realizacdo dos cortes, mesmo ja aparentemente
descalcificado. Optou-se, entdo, por elevar a concentracdo para 10% do acido
nitrico, e foi possivel descalcificar as sec¢cbes 6sseas em um periodo maximo de
uma semana (7 dias). Em dois casos, citados anteriormente, em que o0 tempo se

excedeu, 0s 0ssos amoleceram ao ponto de se desfazer na solucéo.
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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 histologicos e citologicos ndo podem ser esperados.
Segundo a mesma autora, o periodo ideal de descalcificacdo de um tecido é de 24 a
48 horas, ndo sendo aconselh&vel que este seja prolongado por mais de quatro dias.
Todavia, ela admite que alguns ossos muito densos possam levar 14 dias ou mais
para uma completa descalcificacdo. Preece (1972) sugere, também, que a solucéo
acida seja trocada diariamente ou até duas vezes por dia.

De acordo com Trigo (2004) que utilizou varias solu¢des acidas, mas quando
utilizado o acido nitrico, a sua escolha foi pelo acido na concentracédo de 5%, o autor
relatou que as seccdes acidas levavam aproximadamente 30 dias para a
descalcificacdo ideal. No presente trabalho, assim como Trigo (2004), o periodo de
descalcificacdo necessitou de um tempo superior aquele sugerido nos trabalhos com
alguns anfibios e répteis (CASTANET et al.,, 1988; CASTANET et al.,, 1996;
MEASEY, 2001). Este periodo, que varia de 2 a 10 horas para falanges (MEASEY,
2001), excedeu 7 dias. A diferenca no tempo de descalcificacdo, neste caso poderia
ser devido a diferenca de dimensfes dos materiais, visto que as sec¢des dos 0SsS0S
das tartarugas sao maiores que a falange dos anfibios e lagartos. Em relacdo ao
descrito por Trigo (2004), a necessidade do periodo ainda maior, podemos justificar
ao fato da concentracao utilizada pelo referido autor ser menor (5%) que o utilizado
no presente trabalho.

A etapa de descalcificacdo é uma fase critica, sendo a mais critica na
obtencdo dos resultados para andlise, visto que € necessario encontrar o tempo
ideal para a descalcificacdo satisfatéria, onde os ossos serdo cortados, sem que
oferecam resisténcia no micr6tomo, em contra partida ndo podem exceder o tempo
de descalcificacdo ao ponto de amolecerem demasiadamente, dissolvendo o
material na solucéo. Logo, este tempo ideal é, de certa forma, dificil de ser obtido,
visto que as amostras se diferenciam umas das outras, variando de animal para

animal e de tamanho de individuo.
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4.3.2 Incluséao

Nas etapas subsequentes, a descalcificacdo, também, foi laboriosa, existindo
a possibilidade de que problemas referentes ao corte dos 0ssos em microtomo
serem causados pela preparacdo, ou seja, todo processo necessario a inclusao do
material em parafina (desidratacao, clarificacao e incluséo). Segundo Preece (1972),
as etapas de desidratacdo em alcool, clarificacdo em xilol e inclusdo em parafina
tendem a enrijecer os tecidos a medida que estes passam de uma etapa para outra
da preparacéo. Dificuldades na realizacao de cortes podem ser devido ao tratamento
prolongado em altas concentracdes de alcool etilico, ou em certos agentes
clareadores, ou ainda, na parafina.

Todas as etapas sdo graduais e importantes, pois, € a partir da execucao
destas que o tecido pode ser cortado no microtomo. Como a parafina funciona como
meio de sustentacdo ao tecido, ela precisa penetra-lo de maneira eficiente, e para
gue isso ocorra, todas as etapas anteriores a inclusdo devem ser realizadas
(Preece, 1972).

O enrijecimento do material é 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 histoldgica dos ossos no presente trabalho e é
descrito, também, por Trigo (2004) em sua metodologia.

Para tanto, tem-se desenvolvido metodologia alternativa, com preparacdes
totalmente diferentes daquelas sugeridas por Zug et al. (1986). A realizacdo de um
procedimento utilizando micrétomo de congelacdo vem sendo desenvolvida por um
grupo de pesquisadores (LENZ, 2013). O uso deste tipo de equipamento ja foi
relatado no trabalho de Castanet et al. (1988) em estudo com tuatara (Sphenodon
sp.) e parece ter fornecido bons resultados. A principal vantagem desta nova
metodologia é a supressao de toda etapa de inclusdo, que parece ser bastante

critica na preparacéo dos tecidos.
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4.3.3 Coloragéao

Além das dificuldades na preparacéo anterior ao corte, na coloracdo alguns
processos e procedimentos foram importantes, tanto para obter uma coloracéo
ideal, como para a manutenc¢&o dos cortes nas laminas durante os banhos.

O tempo de coloragdo nos corantes foi um fator que de forma importante
afetou a qualidade da delimitacdo das linhas. Tempos de coloracdo utilizados em
outros tipos de técnicas (2 a 3 min, MCMANAUS & MOWRY, 1960; TRIGO, 2004)
se mostraram menos efetivos para a deteccao das linhas (Figura 11). As técnicas
com periodos maiores de exposi¢cdo ao corante (10 a 15 min, BANCROFT &
STEVENS, 1977, TRIGO, 2004) resultaram em maior nitidez nas linhas (Figura 11).
Quanto a utilizacdo dos corantes, no presente trabalho foi utilizado Hematoxilina /
Eosina de Harris, proposta nas metodologias de Zug et al. (1986); Trigo (2004) e foi
possivel obter bons resultados, como ja relatados por esses autores.

Em alguns casos, durante o processo de coloracao, o tecido se desprendia da
lamina, o que implicava na necessidade de retornar a etapa de microtomia para
obtencdo de outros cortes, que de certa forma, prejudicou muito na dinamica do
experimento. Para tal implicacdo houve a necessidade de utilizar laminas
comercialmente silanizadas (Star Frost advanced adhesive) que possibilitaram
maior adesdo dos cortes a superficie. Nao foi encontrado qualquer tipo de relato
guanto a essa implicacdo em outros trabalhos, no entanto, na metodologia
empregada por Trigo (2004) este descreve formulas de laminas silanizadas. Lenz
(2013), em sua metodologia, relata a utilizacdo de laminas com glicerina a 100%,
sem maiores detalhes do porqué de sua utilizacao.

As dificuldades relacionadas a aplicacdo de uma determinada metodologia
sdo muitas vezes omitidas na maioria dos trabalhos. A metodologia proposta por
Zug et al. (1986) tornou-se dificil de ser aplicada, visto que as instru¢ées sobre a
realizacdo dos procedimentos ndo sao suficientemente claras, faltando explicagbes
sobre tempos de exposicdo das amostras aos produtos, bem como informacdes de
volume adequado, solucdes e a periodicidade de troca desta, entre outros aspectos

essenciais.
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Figura 11: Fotomicrografia dos cortes transversais de Umero de chelonia mydas/(HE). (A) visdo
geral do corte transversal do Umero do individuo de numero (CO0020) demonstrando a presenca de
quatro linhas de crescimento 6sseo (setas). (B) Corte transversal do imero do individuo de nimero
(C0O0023) com indicacdo das regibes medular (M), cortical (C) e do periosteo (P). (C) Corte
transversal do tmero do individuo de nimero (CO003) com quatro linhas de crescimento dsseo. As
linhas se exibiam bem nitidas (D) Corte transversal do imero do individuo de niamero (CO0033). As
linhas ndo se apresentavam nitidas.

4.3.4 Visualizacao das linhas de crescimento 0sseo

As marcas de crescimento foram evidenciadas em 39 individuos dos 41
exemplares de tartaruga-verde, sendo que algumas dificuldades foram detectadas
no decorrer da avaliagdo das linhas. Em alguns casos, as linhas ndo foram
observadas nitidamente, com a necessidade de novos recortes e coloragdes.
Nesses exemplares, as marcas puderam ser visualizadas da regido medular e
algumas no cortex até a margem do periodsteo, onde se distinguiram zonas claras e
espessas, intercaladas por linhas estreitas escuras. O numero de linhas
observadas nestes exemplares variou de um a seis (Figura 12) (Apéndice II).
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Trigo (2004), em seu trabalho, evidenciou nitidamente as marcas de
crescimento em 11 dos 25 individuos analisados e relacionou ao fato dos animais
da sua regido apresentarem bagagens genéticas diferentes, além de estarem em
areas de forrageio, podendo ser provenientes de ambientes tropicais que, segundo
Bjorndal et al. (1998), sdo ambientes que podem sustentar um crescimento e
deposicdo dssea continuas, impossibilitando a deposicdo das marcas de
crescimento.

A auséncia ou presenca variavel de marcas de crescimento, em uma mesma
populacédo, tem sido documentada em alguns estudos (BJORNDAL et al., 1998;
ZUG et al., 1986; ZUG & GLOR, 1998).

Os trabalhos de Zug et al. (1986) e Bjorndal et al. (1998) apresentaram
algumas hipGteses para a auséncia das linhas. O primeiro autor sugeriu que
exemplares de Caretta caretta capturados na Geoérgia, EUA, que nao
apresentavam linhas de crescimento, poderiam ser migrantes de ambientes
tropicais. Sendo assim, o comportamento migratorio das tartarugas marinhas pode
afetar significativamente o niumero e periodicidade de linhas depositadas e induzir a
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 flutuacbes térmicas e de
produtividade, como causa para a ndo deposicdo de linhas de crescimento, visto
gue esta populacado de tartaruga-verde habita a regido das Bahamas, no Caribe.

O mecanismo de formacdo das linhas néo foi suficientemente estudado até
hoje. Entretanto, segundo Enlow (1979), o cortex 6sseo das tartarugas € formado
por uma estrutura “laminar’ tipica. Ele €& composto por vastas l|aminas,
circunferencialmente arranjadas, cada qual contendo uma fileira de canais
vasculares primarios. Esta laminagdo cortical é resultado de um crescimento
intermitente, ou seja, ndo continuo, apresentando interrup¢des ou suspensodes. Nos
individuos muito novos, entretanto, o cortex é composto, usualmente, por uma
lamina 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 laminacao
cortical seria o resultado de tal periodicidade sazonal de crescimento. Ja Castanet
& Smirina (1990) sugerem que a deposicdo anual seria resultado de ciclos

endogenos reforcados pela sincronizagdo com ciclos ambientais. Estes autores
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sugerem que sobre condicdo de contrastante sazonalidade, as linhas apresentam-
se fortemente visiveis. J& em ambientes com condi¢cbes climaticas mais
constantes, estas linhas podem se apresentar menos evidentes.

Com base nos dados adquiridos a partir de estudos relatados anteriormente,
em alguns ossos analisados, a visualizacdo das linhas foi, de certa forma,
dificultada, sendo assim, podemos sustentar a hipotese de que essas linhas de
crescimento 6sseo que ndo estavam satisfatoriamente evidentes podem estar
relacionadas ao crescimento e deposicdo Ossea continua, impossibilitando a

deposicao das marcas de crescimento.

4.4, Estimativa de idade para a populagcdo de Chelonia mydas no litoral do Rio

de Janeiro.

Um total de 41 tartarugas-verdes tiveram os Umeros submetidos a analise.
Estes animais apresentaram CCC variando entre 31,2 e 60,5 cm (média = 41,5 +
5,8) (Figura 10) (Apéndice Il), sendo uma amostra representativa da populacao
registrada na area. Entretanto, somente 39 individuos tiveram a idade estimada,
duas secbes de umero foi conservativamente descartada devido a problemas
durante o processamento. Todos 0s animais analisados retinham o annulus,
marcas difusas que representam o final do primeiro ano de crescimento. Os
individuos analisados apresentaram de 1 a 6 linhas de crescimento 0sseo, com
base nos estudos ja realizados e supondo que estas linhas representam a idade
em anos, e sendo observado o annulus nas amostras, estima-se que a populagcao
de chelonia-mydas analisadas apresentavam idade de 1 a 6 anos de vida (Figura
12).
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6 anos 2,6%
5 anos 2,6%
4 anos 25,6%
=
= i
o
3 anos 23,1%
2 anos 38,5%
1 ano 1, 7%

Figura 12: Distribuicdo de idade das tartarugas-verdes (Chelonia mydas) analisadas através de
esqueletocronologia provenientes do litoral do Rio de Janeiro.

Nos individuos estudados pbde-se observar que o valor do comprimento
curvilineo de carapaca (CCC) é equivalente ao nimero de linhas de crescimento
0sseo, quanto maior o CCC maior € o numero de linhas (Figura 13) (Apéndice II).
Nos espécimes que apresentam comprimento curvilineo de carapaca de 32 a 39 cm
foi possivel a visualizacdo de duas linhas de crescimento 6sseo, os individuos com
CCC > 39,1cm e < 43 cm exibiam trés linhas de crescimento, os individuos com
CCC > 43 cm e < 51 apresentavam quatro linhas de crescimento e com CCC > 60
cm, em um Unico exemplar foi possivel visualizar seis linhas de crescimento 0sseo
(Figural3) (Apéndice II).

Comparando com trabalhos realizados no Hawai (ZUG & BALAZS, 1985) e
Rio Grande do Sul, no Brasil, (TRIGO, 2004) relataram a ocorréncia de um animal de
33 cm com idade conhecida de dois anos, e outro de 45 cm com quatro anos de
idade, podemos dizer que seus resultados sdo concordantes com o resultado obtido
no presente estudo, visto que a mesma idade foi observada em individuos com 33 e

45 cm na populacéo do litoral fluminense do Rio de Janeiro.
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Figura 13: Distribuicdo de idade e comprimento curvilineo de carapaga das tartarugas-verdes
(Chelonia mydas) analisadas através de esqueletocronologia provenientes do litoral do Rio de
Janeiro.

Os individuos CO004, CO0012, CO0017, CO0022, CO0041 e COO00 29
(Figura 13) (Apéndice I1l) apresentaram comprimento curvilineo de carapaca
relativamente desigual aos dados citados anteriormente. Essa disparidade pode
estar relacionada ao fato de que somente anos completos podem ser estimados a
partir das linhas de crescimento ésseo, sendo que na faixa etaria de um individuo,
0S meses sao relevantes e a partir da técnica de esqueletocronologia, a faixa de
tempo relacionada aos meses de vida ndo é delimitada, logo, individuos com os
mesmos comprimentos curvilineos de carapaca podem apresentar idades diferentes.

De acordo com Trigo (2004), dois casos de disparidade foram relatados, onde
dois animais possuiam apenas uma linha de crescimento ésseo e seu comprimento
curvilineo de carapaca ndo se encontrava equivalente, como no presente trabalho.
Trigo (2004) levou em consideragdo os meses de vida que estavam implicitos na
avaliacdo das linhas de crescimento.

Outro fator ja descrito anteriormente sdo as taxas de crescimento de
tartarugas-verdes que sdo altamente variaveis, tanto entre popula¢cdes como dentro
de uma mesma populacéo, podendo ser influenciadas por genotipo, sexo, qualidade
do habitat, temperatura da agua e dieta (BJORNDAL & BOLTEN, 1988).
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Em cativeiro, as tartarugas-verdes séo fisiologicamente capazes de crescer
rapidamente e de atingir a maturidade sexual com cerca de 8 a 11 anos (WOOD &
WOOD, 1993), Enquanto o crescimento na natureza é considerado mais lento, com
as estimativas de maturidade sexual variando de 18 a mais de 30 anos nas
diferentes populacbes da espécie (LIMPUS & WALTER, 1980; FRAZER &
EHRHART, 1985; FRAZER & LANDNER, 1986; EHRHART& WITHAM, 1992).

Apoés o0 nascimento, todas as tartarugas movem-se imediatamente para o mar
e permanecem no ambiente pelagico por um periodo variavel de alguns anos,
guando recrutam ativamente para habitats de desenvolvimento neriticos em zonas
temperadas ou tropicais (MUSICK & LIMPUS, 1997).

A partir de varios anos de pesquisa, Carr (1987) observou que as jovens
tartarugas-verdes, ao entrarem no mar, inicialmente nadam por varias 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 como abrigo para as tartarugas jovens (CAAR, 1987).
Segundo Witherington (1993), a abundéancia da fauna animal encontrada nos
aglomerados de Sargassum proporciona as jovens tartarugas uma rica fonte de
alimento através da qual o animal estoca um minimo de recurso para a atividade,
salvando, assim, grande parte deste para o crescimento. Por esse motivo, as
tartarugas apresentam altas taxas de crescimento nesta fase de seu ciclo de vida.
Pouco ainda é conhecido sobre o estagio de vida pelagico, tradicionalmente
chamado “anos perdidos”, para a maioria das espécies de tartarugas marinhas
(BOLTEN, 2003). Segundo Zug & Glor (1998), a mudanca do habitat pelagico para o
costeiro, em tartarugas-verdes na costa Atlantica da Florida, se d4 quando atingem
um tamanho minimo de 28 cm. Estes autores, através do uso da
esqueletocronologia, estimaram que os animais chegam ao ambiente costeiro com
idade entre 3 e 6 anos.

No presente trabalho, podemos verificar que animais entre 30 e 60 cm
apresentaram idades variando de 1 a 6 anos, logo, podemos inferir gue as menores
tartarugas-verdes encontradas no litoral fluminense do Rio de Janeiro estdo em um
estadgio de recrutamento do ambiente pelagico para o ambiente neritico, o que

parece ocorrer entre 2 e 6 anos ao atingirem cerca de 30-50 cm de comprimento. A
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idade de recrutamento identificada neste estudo ndo difere da de outras areas do
Atlantico estudadas na Flérida central (3—6 anos, ZUG & GLOR, 1998), Bahamas
(3-5 anos, REICH et al., 2007), costa leste dos Estados Unidos (1-7 anos, GOSHE
et al., 2010), e populacdo do Rio Grande do Sul no Brasil, (3 a 5 anos, TRIGO,
2004), (2-8 anos, LENZ, 2013). Contudo, no Pacifico, as tartarugas-verdes parecem
recrutar um pouco mais tarde para o ambiente neritico, aos 6-9 anos e com um
tamanho maior que as tartarugas do Atlantico (Zug et al., 2002).

Alguns individuos da populacdo estudada aqui apresentaram idades de 1 e 2
anos, os quais ndo foram encontrados na populagdo da Flérida (ZUG & GLOR,
1998), mas foram observados nos da populagédo do Rio Grande do Sul (TRIGO,
2004), que os relacionou ao fato de possivelmente apresentarem maior taxa de
crescimento nas tartarugas em seu estudo, no qual os espécimes atingiram um
mesmo comprimento que as tartarugas de outra populagdo em menos tempo.

Sabe-se que tartarugas-verdes podem mover-se ao longo de uma série de
habitats de desenvolvimento e alimentacdo ao longo do seu crescimento (HIRTH,
1997), o que parece ocorrer no litoral do Brasil. Ao longo da costa brasileira existem
registros de individuos juvenis em areas de alimentacdo com um intervalo de
tamanho mais amplo do que o registrado aqui (estado da Paraiba: CCC médio =
56,5 cm, variando entre 26 cm até adultos, Mascarenhas et al., 2005, estado de Séo
Paulo: média 40,6 cm, variando entre 27 e 96 cm, GALLO et al., 2006).

De acordo com os dados exibidos, podemos sugerir que as areas de
alimentacdo da regido sul e sudeste sdo habitadas por individuos menores que 0s
encontrados na regido nordeste, com a possibilidade de pequenos juvenis da costa

sul, sudeste migrarem para areas ao norte ao atingir cerca de 50 cm.

4.5 Correlacéo entre biometria e linhas de crescimento 6sseo

A relacdo entre as biometrias, comprimento curvilineo de carapaca (CCC),
largura curvilinea de carapaca (LCC), comprimento total (CT), e o numero de linhas
de crescimento dos individuos, foi testada com a utilizacdo de coeficiente de
correlacdo. Os valores obtidos revelaram-se significativos (Tabela 1), indicando a
existéncia de uma forte correlacdo positiva entre CCC, LCC e CT e o numero de
linhas de crescimento dos individuos. Foram utilizados somente 28 exemplares que

possuiam todos os dados referentes a CCC, LCC, CT e numero de linhas.
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Variavel Variavel Observagbes Correlagéo T Significancia
CccC LINHAS 38 0,8708 10,6 <0,0001
LCC LINHAS 35 0,8192 8,2 <0,0001

CT LINHAS 29 0,9200 12,2 <0,0001

Tabela 1: A relagéo entre as biometrias, (CCC), (LCC), (CT), e o nimero de linhas de crescimento
dos individuos testados, com a utilizacdo de coeficiente de correlacdo, com os resultados
significativos.

A relacédo entre o comprimento curvilineo de carapaca, largura curvilinea de
carapaga, comprimento total e os numeros de linhas de crescimento 6sseo foi
também caracterizada pela equacdo de regressdo linear e multipla, que permitiu
estimar o numero de linhas em funcédo das variaveis (CCC, LCC, e CT).

Equacédo 1
Y = 0,0657834.X; + 0,0468411.X, + 0,0558545.X3 — 4,75659|
(R? ajustado = 88,3%; P < 0,0001; n= 28)

Sendo:

~

Y = numero estimado de linhas

Xy =CCC
X2 =LCC
X3=CT

A partir da equacado de regressao linear multipla (equacéo 1), foram obtidos
os valores reais e estimados para o numero de linhas de crescimento ésseo, com
grau de acerto de 85,7% (Tabela Il).

Numero de linhas

CCC LCC CT Estimado Estimado Preciséo
Real (1 casa) (inteiro)

51,0 43,0 68,0 4 4,4 4 Ok

38,9 36,9 49,0 2 2,3 2 Ok

48,8 45,8 69,0 4 4,5 4 Ok

50,8 49,3 69,1 5 4,8 5 Ok
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60,5 54,5 75,9 6 6,0 6 Ok
43,8 37,0 62,1 4 3,3 3 -1
39,1 38,9 53,0 3 2,6 3 Ok
39,8 43,0 53,0 3 2,8 3 Ok
39,8 35,5 55,8 3 2,6 3 Ok
37,7 35,4 52,4 2 2,3 2 Ok
34,6 32,0 44,6 1 1,5 2 1
43,5 39,5 57,6 4 3,2 3 -1
38,1 34,4 53,8 2 2,4 2 Ok
36,0 33,0 49,0 2 1,9 2 Ok
36,4 33,8 50,0 2 2,0 2 Ok
32,4 29,0 45,6 1 1,3 1 Ok
41,2 39,2 57,6 3 3,0 3 Ok
38,1 34,4 53,8 2 2,4 2 Ok
40,2 35,2 57,0 3 2,7 3 Ok
37,5 34,0 53,5 2 2,3 2 Ok
34,2 31,7 46,4 2 1,6 2 Ok
32,8 30,7 45,7 2 1,4 1 -1
42,6 37,5 57,5 3 3,0 3 Ok
34,8 38,3 53,5 2 2,3 2 Ok
43,0 32,2 62,0 3 3,0 3 Ok
38,0 34,0 53,1 2 2,3 2 Ok
45,2 42,2 54,4 3 3,2 3 Ok
35,0 35,5 48,2 2 1,9 2 Ok

Tabela 2: Resultados obtidos a partir da equacéo de regressao linear e mdltipla, com os valores reais
e estimados a partir da equacéo linear maltipla, com grau de acerto de 85,7%.

Cada variavel (CCC, LCC e CT) foi testada separadamente para obtencao do
coeficiente de correlacdo. A relacdo entre comprimento curvilineo de carapaca,
biometria com maior nimero de registro n=38 e 0 numero de linhas de crescimento
0sseo evidenciou correlagdo positiva, com valor de r=0,8708, que se apresentou
significativa (P<0,0001, t=10,6), indicando a existéncia de forte correlagdo positiva.

Em todos os casos a relacgédo foi linear (figura 14).
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m

Y =27,3011.X + 4,59134
(R? ajustado = 75,2%; P < 0,0001; n= 38)

60 +

CCC

Nimero de linhas

Figura 14: Correlag&o entre o nimero de linhas de crescimento no Umero e o comprimento curvilineo
da carapaca (ccc) de Chelonia mydas no litoral fluminense do Rio de Janeiro.

A relagdo entre o comprimento curvilineo de carapaga e 0os numeros de linhas
de crescimento ésseo foi também caracterizada pela equacao de regressao:
Equacéo (2):

Y = 27,3011.x + 4,59134,

Sendo:
Y = CCC estimado

X1 = nimero de linhas

A partir da verificagdo da correlacdo positiva, pode-se gerar uma equagao
(equacao 2) para predicdo do comprimento curvilineo da carapaca (CCC) a partir do
namero de linhas de crescimento r2 = 75,2%; p < 0,0001.

A partir da relagdo entre variaveis indica que a contagem de linhas néo
apresenta um padréao aleatério e corrobora a hipétese do presente trabalho e as ja
estabelecidas (ZUG et al., 1986; CASTANET et al., 1982, TRIGO, 2004; LENZ,
2013; GOSHE et al., 2010) de que representa uma deposicéo ciclica relacionada a
idade em anos, e nos da respaldo para subsequente retrocalculo do nidmero de

linhas a partir da biometria. Admitindo-se que, tanto para Chelonia mydas quanto
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para varios grupos de anfibios e de outros répteis j4 estudados, estes ciclos de
crescimento nNos 0SsSOS sejam anuais, € possivel sugerir entdo que as tartarugas
encontradas no litoral fluminense do Rio de Janeiro, mais especificamente, entre as

praias de Paraty a Saquarema, possuem uma idade que varia de 1 a 6 anos.
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5. CONCLUSAO

A partir do presente trabalho, com analise das tartarugas marinhas de espécie
Chelonia mydas encalhadas nas praias de Paraty a Saquarema, compreendendo o
litoral fluminense do Rio de Janeiro, no periodo de 2016 a 2017, podem-se ter as
seguintes conclusdes:

Os individuos encalhados apresentam comprimento curvilineo de carapaca
(CCCQC), variando de 31,2 a 60,5 centimetros, sendo o comprimento médio de 40,5
centimetros.

A populacdo de Chelonia mydas que habita o litoral do Rio de Janeiro €
constituida, em sua maioria, por individuos juvenis. Nao se pode dizer na totalidade,
pois outras areas ainda devem ser estudadas.

A técnica histologica pioneira utilizada por Zug et al. (1986) apresentou
inumeros problemas e dificuldades de execucédo que ndo foram descritas de forma
explicita em outros trabalhos que utilizaram a metodologia em questao.

Nos 39 dos 41 individuos analisados, foi possivel observar uma variagéo de 1
a 6 linhas de crescimento 6sseo, como todos apresentavam “annulus”, foi
constatado que os exemplares de Chelonia mydas apresentavam idades de 1 a 6
anos de vida, o que corrobora outros trabalhos quando relacionados ao comprimento
curvilineo de carapaca (CCC).

Houve correlacdo entre as biometrias utilizadas para determinagéo de estéagio
de vida (CCC, LCC, CT) e as linhas de crescimento 6sseo, logo, a contagem de
linhas ndo apresenta um padrao aleatério.

A partir dos dados obtidos e citados anteriormente e com a elaboracdo de
banco de dados formado pelas variaveis CCC, LCC, CT e linha de crescimento
0sseo, foi possivel a aplicacdo de retrocalculo para estimar o numero de linhas de
crescimento 0sseo a partir da biometria das tartarugas-verdes.

Este foi o primeiro registro de linhas de crescimento 6sseo, em fémures de
Chelonia mydas, assim como a primeira estimativa de idade para populagéo para
estes individuos no litoral fluminense do estado do Rio de Janeiro.

Populacfes de tartarugas juvenis estdo no estagio inicial de desenvolvimento

costeiro, posterior ao estagio de vida pelagico.
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Pode-se sugerir que os individuos encontrados no litoral fluminense do Rio de
Janeiro, litoral gaucho, areas do Atlantico Sul, migram para latitudes menores em
areas mais quentes, assim que atingem um tamanho de 50 e 60 cm.

O conhecimento sobre as tartarugas marinhas no Atlantico Sul ainda esta em
uma fase descritiva, muito esfor¢co, ainda, € necessario para descricdo e
entendimento dos padrdes encontrados, principalmente em &reas de alimentacéo.

Ressalta-se a necessidade de estudos visando identificar os padrbes de uso
de habitat, deslocamentos sazonais, analise da variacdo temporal nas taxas de

crescimento e identificagdo da proporgéao sexual e maturacdo da populagéo.
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Apéndice |- Medidas realizadas para 3 umeros de Chelonia mydas utilizados para analise das marcas de crescimento. A
identificagcdo de cada individuo através do numero de registro no Laboratério de Patologia e Morfologia animal (LMPA).

Comprimento curvilineo de carapaca (ccc) expresso em centimetros e medidas (1 a 12) expressas em milimetros (descricdo de

realizacdo das medidas no item 3.2).

NO Gmero CCC 1)CM 2)CL 3)CPU 4)CP 5)LP 6)CPR 7)LCDp 8)LM 9)LD 10)Max @ 11)Min 12)E
(cm) (cm) (cm) (cm)  (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) dc(cm) dc(cm) (cm)
1,5

CO003 Esquerdo 43,0 9,7 9,6 ) 3,5 4,3 1,7 2,9 2,0 3,2 3,1 2,2 0,9
CO004 Esquerdo 31,2 11 10,1 2,0 2,7 4,9 2,1 3,0 2,1 3,8 3,0 2,5 1,0
CO005 Esquerdo 38,9 7,4 7,0 1,4 1,2 3,0 1,1 1,9 1,4 2,6 2,1 1,4 0,6
CO006 Esquerdo 48,80 8,0 8,5 1,3 3,4 3,5 2,0 2,5 1,8 3,0 2,5 1,7 0,7
CO007 Esquerdo 50,80 9,3 8,8 1,4 3,2 4,4 1,7 2,7 1,9 3,3 2,8 2,2 0,9
CO008 Esquerdo 32,0 5,8 5,6 0,8 1,3 2,5 1,0 1,5 1,1 2,2 1,7 1,2 0,5
CO008 Direito 32,0 5,8 5,6 0,7 1,7 2,5 1,0 1,5 1,1 2,1 1,7 1,2 0,5
CO009 Esquerdo 43,0 8,3 7,7 1,4 2,3 3,5 1,9 2,2 1,5 2,9 2,3 1,9 0,7
CO0010 Esquerdo 44,40 9,0 8,4 1,5 2,9 4,0 1,7 2,4 1,7 3,3 2,5 1,9 0,8
CO0011 Esquerdo 60,5 8,3 7,9 1,9 7,9 3,7 1,1 2,3 1,7 3,0 2,3 1,7 0,8
C0O0012 Direito 43,80 7,3 7,5 1,1 1,4 3,6 1,1 2,3 1,1 2,7 2,2 2,0 0,9
CO0013 Direito 39,1 7,9 7,4 1,5 1,4 3,4 1,1 2,1 1,5 2,7 2,3 2,5 0,7
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CO0014 Direita 43,60 8,3 7,9 1,9 7,9 3,7 1,2 2,3 1,7 3,0 2,3 1,7 0,8
CO0015 Direito 43,60 8,6 8.3 1,4 1,3 3,3 1,1 2,4 1,7 9,3 2,5 1,7 1,0
CO0016 Esquerdo 46,00 9,0 8,4 1,6 2,2 3,9 1,8 2,5 1,7 3,1 2,5 1,9 0,8
CO0017 Esquerdo - - 1,4 1,7 3,2 1,4 2,2 1,5 - 2,1 1,7 0,9
CO0018 Esquerdo 39,80 8,8 8,0 1,5 2,1 3,7 1,6 2,9 1,6 3,0 2,0 1,7 0,8
C00019 Esquerdo 7,7 7,2 1,3 1,8 3,2 1,4 2,2 1,1 2,9 2,2 1,5 0,8
CO0020 Esquerdo 37,90 6,7 6,4 1,1 1,3 3,0 1,1 1,8 1,3 2,5 2,0 1,4 0,7
C00021 Esquerdo 36,70 6,9 6,4 1,2 1,4 3,0 1,8 1,9 1,9 2,2 1,9 1,5 0,7
CO0022 Esquerdo 34,60 6,5 6,2 1,1 1,2 2,9 1,3 1,8 1,9 2,5 1,9 1,9 0,6
CO0023 Esquerdo 43,50 8,1 7,6 1,8 1,7 3,9 1,6 2,3 1,7 3,2 2,4 2,1 0,8
C00024 Esquerdo 38,10 6,8 6,5 1,1 1,4 2,8 1,3 2,0 1,4 2,4 1,8 1,4 0,6
CO0025 Esquerdo 45,00 9,5 9,1 1,5 2,0 4,4 1,8 2,9 2,0 3,3 2,6 2,2 1,1
Osso
C00026 Esquerdo queb. - - - - - - - - - - - -
C00027 Esquerdo 6,7 6,3 1,1 1,4 2,7 1,1 1,9 1,4 2,3 1,7 1,5 0,6
CO0028 Esquerdo 36,40 6,7 6,4 1,0 1,2 2,9 1,1 1,9 1,4 2,4 1,9 1,4 0,6
CO0029 Direito 32,40 6,1 5,8 1,0 1,0 2,7 1,0 1,7 1,3 2,3 1,8 1,3 0,6
CO0029 Esquerdo 32,40 6,3 5,9 1,0 1,2 2,7 1,2 1,8 1,4 2,3 1,8 0,9 0,6
CO0030 Esquerdo 41,20 7,9 7,5 1,2 1,4 3,4 1,5 2,2 1,6 2,9 2,2 1,6 0,9
CO0031 Direito 38,10 8,1 7,6 1,7 1,7 3,7 1,9 2,3 1,7 3,0 2,2 1,7 0,8
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CO0032 Esquerdo 40,20 7,5 7,1 1,1 1,1 3,1 1,4 2,1 1,5 2,8 2,1 1,5 0,7
CO0033 Esquerdo 7,5 7,3 1,4 2,1 3,1 1,5 2,2 1,6 2,6 2,3 1,7 0,8
CO0034 Esquerdo 37,50 6,5 6,2 1,1 1,2 2,9 1,2 2,0 1,9 2,4 2,0 1,5 0,7
CO0035 Esquerdo 34,20 6,2 6,0 1,0 1,4 2,9 1,1 1,8 1,3 2,4 1,9 1,4 0,5
CO0036 Esquerdo 32,80 5,9 5,8 1,0 1,0 2,7 1,1 1,7 1,2 2,2 1,8 1,4 0,6
C00037 Esquerdo 42,6 8,0 7,5 1,5 1,5 3,6 1,5 2,4 1,6 2,9 2,4 1,7 0,7
CO0038 Esquerdo 34,80 7,2 7,0 1,2 2,3 3,2 1,3 2,1 1,5 2,8 2,1 1,6 0,6
CO0039 Esquerdo 43,00 8,2 7,8 1,8 1,7 3,9 1,5 2,3 1,5 3,1 2,6 2,1 0,8
CO0040 Esquerdo 38,00 6,9 6,6 1,2 1,2 3,1 1,2 1,9 1,5 2,7 2,1 1.5 0,7
CO0041 Esquerdo 45,2 8,6 8,1 1,2 1,7 3,6 1,2 2,4 1,7 2,9 2,5 1,6 0,9
CO0042 Esquerdo 35 6,4 6,0 1,2 1,3 3,0 1,0 1,9 1,3 2,5 2,0 0,8 0,6
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Apéndice Il - A identificacdo de cada individuo através do numero de registro no Laboratério de Patologia e Morfologia

animal (LMPA). Comprimento curvilineo de carapaca (CCC), largura curvilinea de carapaca (LCC) e comprimento total de

carapaca (CT), expresso em centimetros. Marcas de crescimento 0sseo, representado a idade de cada individuo.

1)LCC 2)CT Kg MATURIDADE SEXO

(cm) (cm) SEXUAL
CO003 Esquerdo 51,0 43,0 68,0 4,6 Juvenil Macho
CO004 Esquerdo 31,20 29,00 - 6,25 Juvenil Indefinido
CO005 Esquerdo 38,90 36,90 49 4,6 Juvenil Fémea
CO006 Esquerdo 48,80 45,80 69,0 13 Juvenil Fémea
CO007 Esquerdo 50,80 49,30 69,10 4,05 Juvenil Fémea
CO008 Esquerdo 32,0 28,0 - 3 Juvenil Fémea
CO008 Direito 32,0 28,0 - 3 Juvenil Fémea
CO009 Esquerdo 43,0 42,0 - 3 Juvenil Fémea
CO0010 Esquerdo 44,40 41,20 _ 6,1 Juvenil Fémea
C0O0011 Esquerdo 60,5 54,5 75,9 22,75 Juvenil Fémea
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CO0012 Direito 43,80 37,0 621 4 | > Juvenil Indefinido
CO0013 Direito 39,1 38,9 53 3 6,1 | Indeterminado Fémea
CO0014 Direito 43,60 - 4 5,25 Juvenil Indefinido
CO0015 Direito 43,60 4 9,5 Juvenil Fémea
C00016 Esquerdo 46,00 39,50 - 4 7,1 Juvenil Fémea
CO0017 Esquerdo 37,40 34,30 47,25 1* |6,25 Juvenil Fémea
C0O0018 Esquerdo 39,80 43,00 53,00 3 5,45 Juvenil Fémea
CO0019 Esquerdo 39,80 35,50 55,80 3 7,75 Juvenil Fémea
C00020 Esquerdo 37,90 - - 2 4 Juvenil Fémea
C00021 Esquerdo 37,70 35,40 52,40 2 3,95 Juvenil Fémea
C00022 Esquerdo 34,60 32,00 44,60 1 4 Juvenil Macho
C00023 Esquerdo 43,50 39,50 57,60 4 8,68 Juvenil Fémea
C00024 Esquerdo 38,10 34,40 53,80 2 6,3 Juvenil Fémea
C0O0025 Esquerdo 45,00 48,10 - 4 10,65 Juvenil Indefinido
CO0027 Esquerdo 36,00 33,00 49,00 2 5,15 Juvenil Fémea
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C00028 Esquerdo 36,40 33,80 50,0 5,45 Juvenil Fémea
CO0029 Esquerdo 32,40 29,00 45,60 3,2 Juvenil Fémea
CO0030 Esquerdo 41,20 39,20 57,60 8,8 Juvenil Fémea
CO0031 Direito 38,10 34,40 53,80 6,55 Juvenil Fémea
C00032 Esquerdo 40,20 35,20 57,00 6,95 Juvenil Macho
C00034 Esquerdo 37,50 34,00 53,50 5,25 Juvenil Fémea
CO0035 Esquerdo 34,20 31,70 46,40 4,65 Juvenil Fémea
C00036 Esquerdo 32,80 30,70 45,70 4,05 Juvenil Fémea
C00037 Esquerdo 6,95 Juvenil Fémea
C0O0038 Esquerdo 34,80 38,30 53,50 8,8 Juvenil Fémea
CO0039 Esquerdo 43,00 32,20 62,00 8,05 Juvenil Macho
CO0040 Esquerdo 38,00 34,00 53,10 4,45 Juvenil Macho
C00041 Esquerdo 45,2 42,2 54,4 6,15 Juvenil Macho
C00042 Esquerdo 35,00 35,50 48,20 5 Juvenil Macho
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