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Resumo

Analise da proporcgdo sexual e do desenvolvimento gonadal da tartaruga-
verde, Chelonia mydas (Linnaeus, 1758), no litoral norte e médio do Rio
Grande do Sul

No Rio Grande do Sul sdo encontradas cinco espécies de tartarugas marinhas, todas consideradas
ameacadas de extin¢do global e regionalmente. O litoral do Estado ndo apresenta areas proprias
para a desova de tartarugas marinhas, mas é utilizado regularmente por algumas espécies como
area de alimentacdo em certa etapa de seu desenvolvimento. Estudos envolvendo biologia
reprodutiva de tartarugas marinhas raramente sdo realizados com animais juvenis e em areas de
alimentacdo. Como resultado pouco se sabe a respeito do desenvolvimento gonadal e proporcao
sexual nestas populacBes. As tartarugas marinhas, tal como outros répteis, sdo dependentes da
temperatura para a determinacdo do sexo. Como individuos jovens ndo possuem caracteristicas
externas que possam ser usadas para distinguir o sexo, a sua identificacdo s6 pode ser feita a
partir de estudos histologicos. Este estudo visa identificar a proporcdo sexual da populacdo de
Chelonia mydas, do litoral norte e médio do RS e o estagio de desenvolvimento gonadal, através
de analise histolégica. Além da andlise histoldgica, as gbnadas foram analisadas visualmente
guanto a suas caracteristicas macro morfologicas, com objetivo de testar sua validade na
identificacdo do sexo dos individuos. Foram coletadas 23 tartarugas-verdes no periodo de janeiro
de 2011 a abril de 2012. Os individuos utilizados nas analises sdo oriundos do Centro de
Reabilitagdo do CECLIMAR e dos monitoramentos de praia realizados pelo GEMARS. As
tartarugas amostradas apresentaram comprimento curvilineo de carapaca variando de 28.2 a 52.5
cm, com média de 36,8 cm. Com relacdo a proporcao sexual foram identificados 13 fémeas e 10
machos. As caracteristicas macro morfolégicas das génadas ndo se mostraram eficientes na
identificacdo dos sexos, inviabilizando varios dos critérios comumente utilizados. A
gametogénese apresentou-se na fase de proliferacdo e crescimento, com presenca inicial de
ductos seminiferos em machos e ovécitos em diferentes estagios de desenvolvimento em fémeas.
Foi possivel estabelecer trés estagios de desenvolvimento dos ovocitos com base na estrutura do
citoplasma, sendo o desenvolvimento gonadal considerado concomitante com o crescimento do
animal. Os resultados devem ser analisados com cautela, pois o tamanho da amostra se apresenta
insuficiente para a realizagdo de algumas relagdes. Entretanto, os resultados sdo relevantes para

futuros trabalhos de identificagdo de sexo e proporcao sexual.

Palavras-chave: Reproducéo, area de alimentagéo, proporcao sexual e analise histologica.
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Apresentacao

A apresentacdo desta monografia segue as regras propostas no Manual de Elaboracdo de
Monografia do Curso de Especializacdo em Diversidade e Conservagdo de Fauna. A maneira
como os autores sdo citados no texto, bem como a lista de referéncias bibliogréficas, seguem a
Revista Brasileira de Zoologia, estando suas normas de submissdo anexadas ao final deste
trabalho.



1 — Introducéo

Atualmente sdo reconhecidas no mundo sete espécies de tartarugas marinhas, agrupadas
em duas familias (Lutz 1997): Dermochelyidae e Cheloniidae. Destas, cinco apresentam
distribuicédo circunglobal e ocorrem na costa brasileira: Dermochelys coriacea (Linneaus, 1758)
da familia Dermochelyidae, e Chelonia mydas (Linneaus, 1758), Lepidochelys olivacea
(Eschscholtz, 1829), Caretta caretta (Linneaus, 1758) e Eretmochelys imbricata (Linneaus,

1766) pertencentes a familia Cheloniidae (MARCOVALDI & MARCOVALDI 1999).

Chelonia mydas, popularmente conhecida como tartaruga-verde (Figura 1), possui
carapaga com quatro pares de placas laterais justapostas. Sua coloragdo € verde-acinzentada e o
ventre é branco nas populagdes do Atlantico; os filhotes possuem o dorso negro e o ventre
branco. A cabeca possui um par de placas (ou escudos) pré-frontais e quatro pares de escudos
pos-orbitais (MARQUEZ 1990). A carapaca dos animais adultos do Brasil tem medida curvilinea
em média de 115,6 cm de comprimento (GROSSMAN 2001; MOREIRA 2003). Os exemplares
encontrados no Atlantico e no Pacifico Oriental podem atingir em torno de 230 kg, sendo mais
leves aqueles do oceano indico e do Caribe (PRITCHARD & MORTIMER 1999).

Chelonia mydas, assim como as demais tartarugas marinhas, utiliza diferentes tipos de
ambientes ao longo de sua vida. Apds o0 nascimento, passam por uma fase pelagica,
posteriormente migrando para regides costeiras ou insulares, onde se alimentam e se
desenvolvem até alcancarem a maturidade sexual (CHACON 2004). Os individuos desta espécie,
qguando adultos, percorrem mais de dois mil quilémetros entre areas de forrageio e reproducao
(LOHMAN et al. 1996).

Dentre as espécies de tartarugas marinhas, Chelonia mydas tem maior distribuicdo devido
ao seu habito alimentar que tende a herbivoria (MARQUEZ 1990).
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Figura 1 — Exemplar de Chelonia mydas encalhado no litoral do Rio Grande do Sul. Foto:
Rodrigo Baleia.

No Brasil, os principais sitios de reproducdo desta espécie situam-se no Arquipélago de
Fernando de Noronha (PE), Atol das Rocas (RN) e Ilha de Trindade (ES) (MARCOVALDI &
MARCOVALDI 1999), sendo este Gltimo o maior no Atlantico Sul onde desovam em média 3.000
fémeas por ano (SPOTILA 2004). Entretanto, existem registros de desovas esporadicas em alguns
pontos no litoral dos Estados do Rio Grande do Norte, Bahia, Sergipe e Espirito Santo
(MARCOVALDI & MARCOVALDI 1999). As fémeas apresentam fidelidade ao local de desova, elas

retornam para desovar em locais proximos aonde nasceram (MEYLAN et al. 1990).

A tartaruga-verde pode ser encontrada em areas de alimentacdo ao longo da costa
brasileira até a regido Sudeste, e nas Ilhas de Fernando de Noronha e Atol das Rocas (GALLO et
al. 2000). 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; MORENO et al. 2003). Um
registro indica também a ocorréncia da espécie no interior da Laguna dos Patos, até a regido do

Saco de Tapes (SOTO & BEHEREGARAY 1997b).

Atualmente, todas as espécies de tartarugas marinhas estdo incluidas nas listas de
espécies ameacadas de extincdo em escala mundial. No Brasil estdo classificadas como
ameacadas (categorias "Vulneravel" ou "Em Perigo" ou "Criticamente em Perigo") na lista

Vermelha da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN 2001).
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Segundo Eckert e colaboradores (1999), a interferéncia humana em escala global é a
causa do colapso das populacBes destas espécies. As ameagas das atividades humanas impactam
todos os estagios do ciclo de vida das tartarugas, desde a perda de areas de desova e dos habitats
de alimentacdo até a mortalidade na costa e em alto mar pela pratica intensa da pesca, tanto
artesanal quanto industrial. Estas espécies também sdo ameacadas pela carga de residuos nédo
biodegradaveis e poluentes que 0s oceanos e zonas costeiras recebem, bem como, pelas

mudancas climéticas.

Aspectos relacionados a identificacdo da proporcdo sexual constituem importantes
parametros populacionais. Em se tratando de espécies ameacadas de extincdo, a identificacéo

destes parametros torna-se essencial a elaboracdo de planos de manejo e conservacao.

As tartarugas marinhas, assim como muitos outros répteis, ndo possuem Cromossomos
sexuais, o que dificulta a identificacdo do sexo dos individuos (GODFREY 2000). Nestes animais,
a determinacdo sexual é dependente da temperatura de incubacdo (TSD) foi descrita pela
primeira vez em 1966 em lagartos (WIBBELS 2003). Desde entdo foi demonstrada em uma
grande variedade de répteis (KAMEL & MROsOVsSKY 2006a; ZBINDEN et al. 2007). Em tartarugas

marinhas, a TSD foi documentada pela primeira vez em Caretta Caretta (YNTEMA et al. 1980).

A teoria evolutiva sugere que a proporcdo sexual deve ser de 1:1, se o investimento
parental em ambos 0s sexos (entre outros fatores) for igual (CHARNOV et al.1989). No entanto, a

TSD tem o potencial de produzir uma grande variedade de “sex-ratio” (WIBBELS 2003).

No caso do padrdo macho/fémea de tartarugas marinhas, temperaturas altas produzirdo
predominantemente fémeas, enquanto temperaturas baixas produzirdo machos (MOROSOVKY et
al. 1990). Sendo a temperatura pivotal, a qual ira produzir uma proporcao equilibrada entre os
sexos (KAMEL & MRosovsKY 2006a; ZBINDEN et al. 2007). A temperatura pivotal pode variar
entre as espécies e, na mesma espécie, entre populacdes (GODLEY et al. 2002a; WIBBELS 2003).
Em geral, temperaturas maiores (acima de 31°C) produzem mais fémeas, em contrapartida, em
temperaturas menores (entre 28 e 30°C) ha maior producdo de machos (MRoOsSOvVsKYy et al.
1999). As diferencas genéticas entre as diferentes populacdes de tartarugas e as diferentes
condigdes ambientais das praias, localizadas a latitudes distintas, significam que sejam esperadas

diferengas na temperatura pivotal das tartarugas da mesma espécie (WiBBELS 2003).

Nas espécies de tartarugas marinhas, as mudancas de temperatura afetam a determinacao
do sexo apenas durante certo periodo da incubacdo, que decorre durante o segundo terco do
periodo de incubacdo (WiBBELS 2003). Este é chamado de periodo termo-sensivel, e foi definido

como o intervalo de tempo em que qualquer tipo de variacdo de temperatura mostra ter algum
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efeito significativo na proporcao entre os dois sexos (MERCHANT-LARIOS et al. 1997), tornando-

se depois esta determinagdo irreversivel (WiBBELS 2003).

Estando as tartarugas marinhas tdo dependentes da temperatura para a determinagéo do
sexo existem alguns fatores ja descritos que afetam a temperatura do ninho e, por conseguinte a
proporcéo sexual destes animais: latitude, mudancas sazonais da temperatura, sombreamento dos
ninhos, cor da areia, tipo de sedimento, pluviosidade, tamanho da postura (por aguecimento
metabdlico dos ovos localizados mais interiormente) e profundidade a que esta se encontra
(BRODERICK et al. 2000; GoDLEY et al. 2002a; KAsKA, et al. 2006; HOUGHTON et al. 2007;
FUENTES et al. 2010).

A temperatura do globo tem aumentado nos Gltimos anos e, com isso, pode produzir um
impacto nas populacdes de tartarugas marinhas. Nos ultimos 20 anos tem sido observada uma
maior tendéncia de fémeas de tartarugas-verdes filhotes no Suriname (MROSOVSKY et al. 1984;
GODFREY et al.1996), na Costa Rica (SPOTILA et al. 1987) e na ilha Ciprus (KASKA et al. 1998;
BRODERICK et al. 2000) e entre imaturos e adultos na Australia (FUENTES et al. 2010).

Tartarugas marinhas juvenis e sub-adultas ndo possuem caracteristicas externas que
possam ser utilizadas para a diferenciacdo sexual. Assim, o modo mais eficiente para a
identificacdo sexual é a realizacdo de estudos histoldgicos (WIBBELS 2003 e WYNEKEN et al.
2007). As gonadas sdo morfologicamente definidas assim que as tartarugas marinhas eclodem,
constituindo uma estrutura esbranquicada e alargada na superficie ventral do rim, sendo
impossivel distinguir a olho nu se tratar de um ovario ou de um testiculo (MILLER & LIMPUS
2003).

Estudos envolvendo a biologia reprodutiva de tartarugas marinhas nos estagios iniciais de
desenvolvimento sdo de grande importancia, entretanto, raramente tém sido realizados (Rosa
2009). No Brasil o status da Chelonia mydas ¢ definido como “Vulneravel” (ALMEIDA et al.

2011a), o que reforca a necessidade de realizacdo deste estudo.

A distribuicéo das classes de tamanho observadas para a populagdo do Rio Grande do Sul
indica que esta € composta por individuos juvenis (TRIGO & BORGES-MARTINS 2001). O
tamanho dos animais da populacdo condiz com aquele no qual estes aparecem na costa pela
primeira vez desde sua entrada no mar, logo apds o nascimento (BJORNDAI & BOLTEN 1988;
BALAzS 1995). Muito pouco se sabe ainda sobre diversos aspectos bioldgicos destes animais
mais jovens. Assim, este trabalho visa identificar a proporcdo sexual e o estagio de
desenvolvimento gonadal de tartarugas-verdes no litoral norte do Rio Grande do Sul, a fim de

colaborar com futuras formulagfes de propostas para a conservagdo da espécie.
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2 - Materiais e Métodos

2.1 — Area de estudo

Este estudo foi realizado no litoral norte e médio 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), compreendendo 271 km de praia (Figura 2).

A érea de estudo possui 0 clima subtropical tmido, com verdes quentes e precipitagdo
regularmente distribuida ao longo do ano. (FERRARO & HASENACK 2009).

A regido apresenta a influéncia de duas correntes: a Corrente do Brasil e a Corrente das
Malvinas. Durante o periodo do verdo, esta regido é influenciada por aguas tropicais de maior
temperatura (>20°C) e salinidade (36,00%0) proveniente da Corrente do Brasil. Nos meses de
inverno, a plataforma continental é dominada pelas dguas 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%o0 a
34,15%o0) da Corrente das Malvinas (GARCIA 1997). Os ventos possuem influencia em relagdo ao
nivel do mar, baixando-o com ventos de nordeste e norte e levantando-o com os de sul. As marés

possuem uma amplitude de cerca de 50 cm (FERRARO & HASENACK 2009).
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Figura 2 — Mapa da area de estudo, apresentando o trecho do litoral do Rio Grande do Sul onde
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foram coletados os individuos de Chelonia mydas.
2.2 — Material

Os individuos de Chelonia mydas utilizados neste estudo sdo provenientes de um trabalho
em parceria com o Grupo de Estudos de Mamiferos Aquéaticos do Rio Grande do Sul
(GEMARS) e com o Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres e Marinhos (CERAM) do
Centro de Estudos Costeiros, Limnoldgicos e Marinhos do Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CECLIMAR/IB/UFRGS).

O GEMARS desenvolve pesquisas com mamiferos marinhos no litoral norte e médio do
Rio Grande do Sul desde 1991 e, em 1994, iniciou também o estudo das tartarugas marinhas

através do monitoramento de encalhes nas praias desta regido do Estado.

O CERAM recebe anualmente uma grande quantidade de tartarugas marinhas que sao
encaminhadas debilitadas a fim de serem recuperadas, reabilitadas e reintroduzidas ao seu habitat
natural. Muitas das tartarugas-verdes recebidas no Centro de Reabilitacdo vao a 6bito, o que

viabilizou a utilizacdo das mesmas neste trabalho.

Um total de vinte e trés exemplares de Chelonia mydas foi utilizado no presente estudo,
sendo dois deles provenientes dos monitoramentos de praia realizados pelo GEMARS, enguanto
0s outros vinte e um, procedentes do CERAM, no periodo de fevereiro de 2011 a abril de 2012
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Caracterizacdo da amostra de Chelonia mydas utilizada neste trabalho. Nimero de
registro nos catalogos de campo do Grupo de Estudos de Mamiferos Aquaticos do Rio Grande
do Sul (GEMARS) e Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres e Marinhos (CERAM) do
Centro de Estudos Costeiros, Limnoldgicos e Marinhos do Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CECLIMAR/IB/UFRGS) para cada individuo; data
de coleta e dados biométricos: comprimento curvilineo da carapaca (ccc) e largura curvilinea da
carapaca (Icc), ambos expressos em centimetros.

GEMARSn® CERAMDN® Data cce (cm) Icc (cm)
TM 567 Jul/2011 34.5 32.6
TM 593 2012 - -

2181 Jul/2011 29.4 27
2196 Jul/2011 33.8 29.5
2292 Fev/2011 33.5 30.7
2343 Fev/2011 - -
2397 Jan/2011 35.5 34
2402 Jan/2011 33.1 20.1
2437 Fev/2011 34.2 32
2447 Fev/2011 36 35
2453 Mar/2011 - -
2462 Jul/2011 36.9 33.5
2463 Mar/2011 28.2 25.2
2464 Mar/2011 34.5 31.5
2512 Mai/2011 32.2 27.7
2698 Set/2011 41.7 37.1
2700 Set/2011 36 33.8
2705 Set/2011 34.4 31.4
2829 Jan/2012 36.8 33.2
2835 Jan/2012 45.2 41.2
2840 Jan/2012 38.5 34.1
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2845 Jan/2012 52.5 51

2.3 — Metodologia de campo

Os exemplares cedidos pelo GEMARS foram coletados durante monitoramentos de praia
com frequéncia aproximadamente mensal, ao longo dos 271 km da area de estudo. Os
monitoramentos ocorreram mensalmente, em dois dias, sendo um dia destinado ao percurso do

trecho Tramandai/Mostardas, e o outro, ao trecho Imbé/Torres.

Os animais encontrados mortos foram identificados, fotografados, medidos e, quando
possivel, pesados. As medidas basicas tomadas para cada animal foram o comprimento
curvilineo da carapaca (ccc) e a largura curvilinea maxima da carapaga (lcc). O comprimento
curvilineo € medido na linha mediana da carapaca, desde o ponto médio anterior (escudo nucal)
até a porcdo mais distal das escamas supracaudais. Ja a largura curvilinea é medida no ponto
mais largo da carapaca. As medidas foram realizadas com uma fita métrica flexivel com preciséo

de 0,5 centimetros.

Os cranios das tartarugas provenientes dos monitoramentos de praia foram limpos no
CECLIMAR e, posteriormente, tombados como material testemunho na Colegdo Cientifica do
GEMARS.

Os animais provenientes do CERAM também sdo procedentes do litoral norte e médio.
Estes individuos passaram pelos mesmos procedimentos que aqueles encontrados nos
monitoramentos, entretanto, todos foram realizados nas dependéncias do CECLIMAR. Todos 0s
exemplares oriundos do CERAM foram tombados na Colecdo Didatica do CECLIMAR.

2.4 — Andlise gonadal

Para a realizacdo da analise das génadas, primeiramente foi realizada a necropsia dos
exemplares, conforme Wyneken (2001). As gdnadas foram coletadas integralmente e analisadas
visualmente quanto a suas caracteristicas macro morfoldgicas (textura e evidéncia de ducto

paramesonéfrico). A classificacdo da textura dividiu-se em granulosa, lisa ou mista (RosA 2005).

As gobnadas foram, entdo, fixadas em formol a 10% e conservadas em alcool a 70% para
posteriormente serem submetidas a preparacdo histologica. Do material gonadal fixado foram
retirados cortes com padrdo transversal medial com relagdo ao comprimento maximo da génada,

apresentando espessura de cinco centimetros. Os cortes foram desidratados, diafinizados,
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impregnados, cortados em microtomo, corados com Hematoxilina e Eosina e montados em
laminas permanentes, conforme protocolo em anexo (anexo 1). A preparagdo histoldgica foi
realizada no Laboratério de Histologia do Departamento de Zoologia, Instituto de Biociéncias da
UFRGS.

As laminas foram analisadas em microscépio 6tico, a fim de identificar o sexo e estagio
de desenvolvimento gonadal, com base na presenca de células germinativas. Para a
caracterizagcdo de machos e fémeas foram considerados critérios adotados por Miller & Limpus
(2003). A analise da classificacdo do estagio de desenvolvimento gonadal seguiu o proposto por
Rosa (2005).

A proporcéo sexual foi definida através da utilizacdo do teste °, realizado no programa
Bioestat 5.0.
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3 - Resultados

Dos 23 espécimes de Chelonia mydas analisados, a apenas trés ndo foram aferidas as
medidas morfométricas. Os demais individuos apresentaram cumprimento curvilineo de
carapaca (ccc) variando de 28.2 a 52.5 cm, com média de 36,8 cm (+4,97) (Figura 3), sendo

considerados juvenis.

<25-30 <30-35 <35-40 <40 - 45 <45 -50 <50-55
Classes de comprimento curvilinio de carapaga

=
o

Numero de Individuos
o - N w H u (o)} ~ (o] ((e)

Figura 3 — Distribuicdo por classes de tamanho dos individuos de Chelonia mydas provenientes
do Centro de Reabilitagdo de Animais Silvestres e Marinhos (CERAM) do
CECLIMAR/IB/UFRGS e dos monitoramentos de praia do Grupo de Estudos de Mamiferos
Aquaticos do Rio Grande do Sul (GEMARS) entre janeiro de 2011 e abril de 2012.

Dos 23 individuos analisados, 10 eram machos e 13 fémeas, sendo obtida uma proporcéao
sexual de uma fémea para 0,76 machos. Essa proporcdo ndo difere significativamente da

proporcéo esperada de uma fémea por macho 1: 0,76 (y* = 0,391; g.l.=1; P = 0,5316).
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Em relacdo a textura, as gbnadas puderam ser divididas em trés categorias: granulosa, lisa
e mista (Figura 4). As gbnadas de textura granulosa foram registradas apenas em fémeas e, as
gbnadas com textura lisa, foram observadas em apenas 71% dos machos (Tabela 2). Contudo, as
gbnadas mistas foram registradas tanto em machos quanto em fémeas. Assim, a determinacao
sexual através da textura gonadal ndo pode ser efetuada, visto que a correspondéncia entre a

textura granulosa para fémeas e, lisa para machos, ndo foi totalmente validada.

Figura 4 — Categorias de textura das génadas de Chelonia mydas analisadas. (A) génada com
textura lisa observada no espécime de n° 2463; (B) gbnada com textura granulosa observada no
espécime de n° 2845; (C) gbnada com textura mista observada no espécime de n° 2292. Fotos:
Camila Rigon e Halina Kondak.

Tabela 2 — Categorias de textura gonadal registradas nos 23 individuos de Chelonia mydas
analisados, divididos em machos e fémeas.

FEMEA MACHO TOTAL
GRANULOSA 4 0 4
LISA 2 5 7
MISTA 7 5 12
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A presenca de ducto paramesonefrico (Figura 5) ndo se constituiu em uma caracteristica

valida para separacdo dos sexos, visto que a estrutura estava evidente em 82% da amostra.

’

Figura 5 — Ducto paramesonéfrico (A) em evidéncia, na cavidade abdominal do espécime n°
2845. Foto: Halina Kondak.

As gbnadas identificadas como pertencentes a fémeas apresentaram um tecido bem
condensado, com células germinativas bem aparentes (presenga de ovocitos maiores que células
adjacentes das membranas envoltdrias). Os ovarios apresentaram ovdcitos em diferentes estagios
de desenvolvimento, sendo caracterizados como mais desenvolvidos 0s que apresentaram
vesiculas ou granulos citoplasmaticos. As gbnadas pertencentes a machos apresentaram por um
tecido menos condensado, com muitos ductos aparentes (tubulos seminiferos) e células com

tamanho homogéneo, da linhagem espermatica.

Quanto a classificacdo da gametogénese, as gbnadas dos 23 individuos analisados se
encontravam em fase de crescimento e proliferagdo. Nos 10 machos analisados ndo foram
encontrados espermatozoides, mas 0s ductos espermaticos iniciais apresentaram-se bem
evidentes (Figuras 6 e 7). Todas as 13 fémeas analisadas apresentaram ovOcitos com o
citoplasma aumentado (Figura 8), o que indica uma fase de crescimento, visto que as vesiculas e

granulos presentes nos ovocitos indicam o desenvolvimento dos mesmos (Figura 9).
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Figura 6 — Corte histoldgico de gdnada masculina de Chelonia mydas referente ao espécime n°
2463, corado com H/E. (A) tdbulos seminiferos. Aumento: 100x. Foto: Halina Kondak.

Figura 7 — Corte histologico de gbnada masculina de Chelonia mydas referente ao espécime n°
2463, corado com H/E. (A) tabulos seminiferos. Aumento: 400x. Foto: Halina Kondak.
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Figura 8 — Corte histoldgico de gbnada feminina de Chelonia mydas referente ao espécime n°
2464, com presenca de ovocitos com citoplasma aumentado. (A) ovdcitos homogéneos; (B)
vesiculas centrais. Aumento: 40x. Foto: Halina Kondak.

Figura 9 — Corte histolégico de gbnada feminina de Chelonia mydas referente ao espécime n°
2464, com presenca de ovocitos com vesiculas periféricas (A). Aumento: 400x. Foto: Halina
Kondak.

Com base na analise do tecido gonadal dos individuos identificados como fémeas foram
23



estabelecidos trés estagios de desenvolvimento dos ovocitos. A definicdo dos estagios foi
estabelecida pela caracteristica da maioria dos ovdcitos encontrados nos cortes histologicos
analisados (Tabela 3). O estagio inicial (Ho) (Figura 10) caracterizou-se pela homogeneidade do
citoplasma. Nesta fase as células tém seu citoplasma aumentado, mas a sintese de material de
reserva ndo é evidente. A segunda fase (Vc) (Figura 11) caracterizou-se pela presenca de
vesiculas no citoplasma, porém com uma distribuicdo ndo uniforme e grénulos ndo evidentes. A
proxima fase de desenvolvimento (Vp) (Figural2) apresentou ovécitos com vesiculas no cortex
do citoplasma e granulos aparentes. O Gltimo estagio de desenvolvimento (Gr) proposto por
Rosa (2005), que é caracterizado por ovocitos granulosos e com maior aumento de citoplasma
(com maior produgdo de material de reserva caracterizando uma vitelogénese inicial), ndo foi

registrado em nenhum animal analisado neste trabalho.

Tabela 3 — Fase de desenvolvimento das génadas femininas de Chelonia mydas analisadas, com
a descricdo do estagio de desenvolvimento gonadal e frequéncia de ocorréncia destas na amostra,
relacionada a media do comprimento curvilineo da carapaca com desvio padrdo (ccc - em
centimetros).

Fase Estagio de desenvolvimento Média ccc (cm) | Frequéncia
Ho Ovacitos homogéneos 31,8 (x2,63) 3
Vc Ovdcitos homogéneos e presenca 35,1 (x0,80) 7
inicial de vesiculas
Vp Vesiculas periféricas, presenca inicial 48,85 (+3,50) 3
de granulos
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Figura 10 — Corte histologico de génada feminina de Chelonia mydas referente ao espécime n°
2181. (A) ovdcitos homogéneos. Aumento: 400x. Foto: Halina Kondak.

Figura 11 — Corte histoldgico de génada feminina de Chelonia mydas referente ao espécime n°
2464. (A) Ovocitos homogéneos com presenca inicial de vesiculas. Aumento: 400x. Foto: Halina
Kondak
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Figura 12 — Corte histoldgico de gdnada feminina de Chelonia mydas referente ao espécime n°
2845. (A) Vesiculas periféricas, presenca inicial de granulos. Aumento: 400x. Foto: Halina
Kondak.
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4 — Discussao

A conservacdo das espécies de tartarugas marinhas deve ser baseada em informacdes
biologicas bésicas e no conhecimento dos padrdes demogréaficos das diferentes populacgdes.
Assim, a determinacdo das proporcdes sexuais deve ser identificada para todos os estagios de
vida (DELGADO et al. 2010).

O conhecimento das proporgdes sexuais de individuos adultos é limitado, pois envolve
elevados custos (WiBBELS 2003). Estes estudos tambem sdo dificultados pelas diferencas nos
padrdes de migragdo de machos e fémeas, visto que os primeiros normalmente tendem a uma
maior distribuicdo e se concentram em areas de reproducdo em determinados periodos (GODLEY
et al. 2003). Estudos envolvendo a biologia reprodutiva de individuos imaturos podem fornecer
estimativas mais precisas sobre as relaces sexuais, pois ndo envolvem varidveis como migracdo
(WiBBELS 2003). Estes estudos sé@o de suma importancia, pois nos levam a compreender 0s
possiveis reflexos sobre as futuras popula¢cdes de adultos, permitindo a deteccdo de problemas e
a proposicao de solucbes (BJORNDAL et al. 2005), entretanto, sdo raramente realizados. Segundo
Balazs e Chaloupka (2004) a tartaruga-verde atinge a maturidade sexual com, no minimo, 80
centimetros de comprimento, sendo assim, os individuas analisados neste estudo foram

considerados juvenis.

Muitas técnicas sdo utilizadas por diferentes autores na identificacdo do sexo destes
animais, mas poucas sao validas para a fase juvenil (MERCHANT et al. 1999). Um método muito
utilizado para determinar o sexo dos espécimes é a videolaparoscopia, que analisa a textura das
gbnadas (Limpus 1992; 1994; MEYLAN 1994). No presente estudo, a andlise da textura das
gbnadas ndo nos permitiu a determinacdo segura dos sexos, jA que 0s machos apresentaram
gbnadas com textura lisa e mista, enquanto para as fémeas foram registradas gonadas que se
enquadraram nas trés categorias de textura. Assim, a determinacdo sexual da populacdo em

questdo ndo poderia ser aferida por esta técnica.

Wyneken (2007) utiliza como caracteristica para diagnose do sexo de tartarugas
marinhas, a presenca de ductos paramesonéfricos. Esta caracteristica ndo pode ser utilizada como
diagndstica no presente trabalho, visto que 82% dos individuos analisados apresentaram esta
estrutura em evidéncia. Resultado semelhante foi obtido por Rosa (2009), que registrou a
presenca destes ductos em 97% dos individuos analisados na populacdo de tartarugas-verdes

juvenis do Parana.

No presente estudo, o metodo utilizado para a determinacdo do sexo foi a analise da

histologia gonadal. Muitos autores consideram este, 0 método mais seguro para a determinagao
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do sexo em tartarugas marinhas (YNTEMA & MROSOVSKY, 1980; MROSOVSKY & BENABIB,
1990; MROSOVSKY & GODFREY, 1995; MERCHANT-LARIOS, 1999; WYNEKEN et al., 2007). Isso
se deve a grande confiabilidade na identificacdo, pois tem como base a presenga de células

germinativas.

Rosa (2005), ao estudar a populacdo de Chelonia mydas do Parana, propds quatro
estagios de desenvolvimento gonadal, baseada no desenvolvimento de vertebrados em geral, j&
que estudos especificos para tartarugas-verdes juvenis ainda ndo foram suficientes para
estabelecer um padréo para a espécie. Rosa (2009), ao analisar a populacéo de juvenis do PR,
com comprimentos curvilineo de carapaca (ccc) entre 27,5 e 68 cm, registrou quatro estagios de
desenvolvimento. Para as tartarugas-verdes do RS registramos 0s trés primeiros estagios, visto

que a populacdo em questao apresentou ccc entre 28,2 e 52,5 cm.

A grande maioria de trabalhos sobre proporcdo sexual, utilizando filhotes recém-
eclodidos, ndo confirma a teoria evolutiva de 1:1 (fémeas e machos), reportando uma quantidade
maior de fémeas do que de machos em diferentes regides (WIBBELS, 2003). Ja em se tratando da
proporcéo sexual em adultos, este mesmo autor lembra que as fémeas podem apresentar maiores
taxas de mortalidade nesta fase da vida, devido a energia que desprendem na producéo de ovos e

no processo de desova.

Delgado e colaboradores (2010) ressaltam que filhotes nascidos em regides mais frias
(que produzem mais machos) tendem a ter sua capacidade natatéria reduzida e, assim, um menor
sucesso para escapar de predadores. Estes mesmos autores lembram que animais nascidos em
regibes muito quentes tendem a desenvolver mais anormalidades morfolégicas, o que aumentaria
as chances de mortalidade das fémeas originadas nestas areas. Estas colocagdes sugerem uma
proporcdo igualitaria de ambos os sexos na fase de vida juvenil. Entretanto, estudos que
relacionam a proporc¢édo sexual de individuos juvenis, também, apresentam um maior nimero de

fémeas (DELGADO et al. 2010; WIBBELS 1991; STABENAU et al. 1996).

Bolten (1992), ao analisar a populagéo juvenil de tartarugas-verdes das ilhas Bermudas,
registrou uma razédo sexual de 1,4:1. Ja Lahanas et al. (1998), na Costa Rica, registraram uma

proporcéo de 2:1.

Em areas de alimentacdo como, por exemplo, o litoral do Parang, Rosa (2009), registrou
uma razéo sexual de 1:0,95 para Chelonia mydas. Este resultado corrobora com o registrado no
presente estudo, onde a proporc¢édo sexual foi de 1:0,76. Ja na porc¢éo sul do litoral do RS, entre a

Lagoa do Peixe e a Barra do Chui, a razdo sexual encontrada foi de 2,8:1 (DUARTE et al. 2011).

As proporgdes sexuais de juvenis registradas em determinadas regides podem estar
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relacionadas aos locais de origem dos individuos. A fidelidade ao sitio de desova resulta em uma
estruturacdo das espécies em diversas populagdes reprodutivas, pelo menos em relagéo as fémeas
(BOWEN & AvISE 1994). As éareas de forrageio, entretanto, podem ser compartilhadas por
diferentes populacdes oriundas de diversas areas de desova (PRITCHARD 1969; CARR 1975;
MORTIMER & CARR 1987; BOWEN & AVISE 1995; MEYLAN 1995; LAHANAS et al. 1998; BASS
&WITzZELL 2000). Fato este, registrado por Duarte et al. (2011) para a espécie Caretta caretta no
RS, onde a proporgdo sexual observada foi de 2,5:1 e, assim, relacionada ao maior nimero de

fémeas nascidas nas areas de desova do Brasil.

As proporcdes sexuais desviadas para um maior nimero de fémeas podem, também, estar
relacionadas a diferencas comportamentais associadas aos diferentes sexos. Delgado e
colaboradores (2010) especulam que as fémeas de Caretta caretta iniciem a transicdo de regides
pelagicas para costeiras antes dos machos, o que poderia influenciar no registro de proporgdes

sexuais desequilibradas em populagdes juvenis.

Outro fator que pode estar relacionado a razdes sexuais em desequilibrio € a distribuicdo
temporal dos individuos, visto que a diferenca no numero de machos e fémeas pode flutuar ao
longo do tempo, bem como, variar amplamente dependendo da época do ano (GODLEY et al.
2002).

Fischer (1930) apud Wibbels (2002) propbs que as proporcdes sexuais ndo estdo em
desequilibrio, e sim, representam apenas uma amostra de toda a populacdo e, assim, 0sS
resultados podem ser afetados pelo viés da amostragem. A proporc¢do sexual pode variar dentro
de uma mesma populacédo nas diferentes classes de tamanho (BOLTEN 1992), mas as proporcoes
ndo diferem significativamente do esperado, mostrando que com o tempo as proporcdes se

equilibram.

Ja que uma mudanca de 1-2°C na temperatura de incubacdo dos ninhos pode provocar
uma consideravel diferenca na proporcao sexual de filhotes (MROSOVSKY & YNTEMA 1995), o
aquecimento global ¢ um dos grandes problemas que pode afetar espécies com determinacdo
sexual por temperatura (DELGADO et al. 2010). Este fendmeno poderia ocasionar um colapso
demografico nas populagbes (KAMEL & MRosovsky 2006), o que pode ser ainda mais
preocupante para as espécies de tartarugas marinhas, por tratarem-se de animais ameacados de

exting&o.

Pode-se observar que as tartarugas-verdes do Rio Grande do Sul analisadas neste estudo
apresentam uma proporc¢édo sexual equilibrada. No entanto, tais resultados deverdo ser analisados

com cautela, pois o tamanho da amostra é insuficiente para a realizacdo de algumas relagoes,
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como as relacionadas a diferencas sazonais e entre diferentes anos. AssociacOes destes
pardmetros as diferentes classes de tamanho ou idade dos animais também poderdo ser
elucidadas com o aumento do nimero amostral. AvaliacGes genéticas deverdo ser igualmente
realizadas, visto que a elucidacdo dos padrbes migratorios contribui diretamente no
entendimento das diferencas nas razfes sexuais encontradas para as populacdes de diferentes
regides. Contudo, estes resultados sdo relevantes para futuros trabalhos de determinacdo de
proporcOes sexuais e de desenvolvimento gonadal. Estudos deste tipo podem, ainda, contribuir
para gque técnicas de manejo, que influenciam o nimero de nascimentos de machos e fémeas,
sejam mais bem elaboradas.
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6 - Anexos

6.1 -Protocolo para Inclusdo de Gonadas em Parafina

1) Retirar do &lcool 70%
2) Corar com eosina - 1 min.(até ficar rosa claro)
3) Desidratacéo e Diafanizacao

Obs.: Nunca trocar a pega, mas sim os liquidos.

a) Alcool 70 % - 30 min.

b) Alcool 80% - 30 min.

c) Alcool 90% - 30 min.

d) Alcool 100 % I - 30 min.

e) Alcool 100% 11 - 30 min.

) Xilol I - 15 min. (retira o &lcool existente na peca)
) Xilol Il - 15 min.

h) Xilol HI - 15 min.

4) Banhos de Parafina — Estufa 63° C

Obs.: Se tiver que parar a técnica, colocar o material na Parafina | por 15 min., retirar o material
e deixar em temperatura ambiente, podendo assim ficar por alguns dias. Quando o material
retornar a estufa deixar primeiro derreter a parafina para depois comegar a contar o tempo.

1) Parafina | - 1 hora

1)) Parafina Il -1 hora
1) Parafina 11l - 1 hora
5) Bloqueamento

Montar o bloco em forma de papel

6) Corte

o Colar o bloco de parafina em tacos de madeira apropriados

o O bloco sera cortado no micrétomo e apos colocados em Banho Maria
o Depois de colocados em Iaminas deixar na estufa a 40°, por 48 hs

7) Montagem das Laminas: Desparafinar e Corar

Retirar as laminas da estufa e iniciar a desparafinacéo

a) Xilol I - 20 min.

b) Xilol 11 - 20 min.

c) Alcool 100% | - 3 min.
d) Alcool 100% 11 - 3 min.
e) Alcool 96 % - 3 min.

f) Alcool 90 % - 3 min.

0) Alcool 80 % - 3 min.

h) Alcool 70% I - 3 min.

i) Hematoxilina-30s a 1 min. (cora a cromatina nuclear, o nucleo é basofilo)
), H20 corrente - 20 min
9] Eosina - 30s (cora o citoplasma, citoplasma e o nucléolo sdo acidéfilos)

1) Alcool 70% -1 min.
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m)  Alcool 80 %- 1 min.

n) Alcool 96 %- 1 min.

0) Alcool 100% I-1 min.

p) Alcool 100% I1-1 min.

q) Xilol I- 5 min.

r Xilol 11- 5 min.

S) Iniciar a montagem da laminula
imediatamente.

8) Montagem da Lamina
Colocar um filete de Bélsamo do Canadé ou de Entelam ao longo da Idamina e colocar a laminula.
Inclinar a laminula de vagar para evitar a formacéo de bolhas.

Obs.: Examinar a lamina contra a claridade se houve formacéo de bolhas.

o Guardar as laminas prontas deitadas para secar em temperatura ambiente.

6.2 - Forma e preparac¢ao de manuscritos para a Revista Brasileira de Zoologia
MANUSCRITOS

Devem ser acompanhados por carta de concessdo de direitos autorais e anuéncia, modelo
disponivel no site da SBZ, assinada por todos os autores. Os artigos devem ser enviados em trés
vias impressas e em midia digital, disquete ou CD, em um Unico arquivo no formato PDF,
incluindo as figuras e tabelas. O texto deverd ser digitado em espaco duplo, com margens
esquerda e direita de 3 cm, alinhado a esquerda e suas paginas devidamente numeradas. A pagina
de rosto deve conter: 1) titulo do artigo, mencionando o(s) nome(s) da(s) categoria(s)
superior(es) a qual o(s) animal(ais) pertence(m); 2) nome(s) do(s) autor(es) com endereco(s)
completo(s), exclusivo para recebimento de correspondéncias, € com respectivos algarismos
arabicos para remissdes; 3) resumo em inglés, incluindo o titulo do artigo se 0 mesmo for em
outro idioma; 4) palavras-chave em inglés, no maximo cinco, em ordem alfabética e diferentes
daquelas utilizadas no titulo; 5) resumo e palavras-chave na mesma lingua do artigo, ou em
portugués se o artigo for em inglés, e equivalentes as do resumo em inglés. O conjunto de

informac0des dos itens 1 a 5 ndo deve exceder a 3500 caracteres considerando-se espacos.

Os nomes de género(s) e especie(s) s@o o0s unicos do texto em italico. A primeira citacdo de um

taxa no texto, deve vir acompanhada do nome cientifico por extenso, com autor e data, e familia.
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CitacOes bibliograficas devem ser feitas em caixa alta reduzida (Versalete) e da seguinte forma:
Smith (1990), Smith (1990: 128), Lent & Jurberg (1965), Guimarées et al. (1983), artigos de um

mesmo autor ou sequéncias de citacdes devem ser arrolados em ordem cronoldgica.
ILUSTRAQ@ES E TABELAS

Fotografias, desenhos, graficos e mapas serdo denominados figuras. Desenhos e mapas devem
ser feitos a traco de nanquim ou similar. Fotografias devem ser nitidas e contrastadas e nao
misturadas com desenhos. A relagdo de tamanho da figura, quando necessaria, deve ser

apresentada em escala vertical ou horizontal.

As figuras devem estar numeradas com algarismos arabicos, no canto inferior direito e chamadas
no texto em ordem crescente, devidamente identificadas no verso, obedecendo a
proporcionalidade do espelho (17,0 x 21,0 cm) ou da coluna (8,3 x 21,0 cm) com reserva para a

legenda.

Legendas de figuras devem ser digitadas logo ap6s a Gltima referéncia bibliogréfica da secédo
Referéncias Bibliograficas, sendo para cada conjunto um paragrafo distinto.

Gréficos gerados por programas de computador, devem ser inseridos como figura no final do
texto, apos as tabelas, ou enviados em arquivo em separado. Na composicao dos gréficos usar

fonte Arial. Ndo utilizar caixas de texto.

Figuras em formato digital devem ser enviadas em arquivos separados, no formato TIF com
compactacdo LZW. No momento da digitalizacdo utilizar as seguintes definicbes minimas de
resolucdo: 300 ppp para fotos coloridas ou em tons de cinza; 600 ppp para desenhos a traco. Nao

enviar desenhos e fotos originais quando da submissao do manuscrito.

Tabelas devem ser geradas a partir dos recursos de tabela do editor de texto utilizado, numeradas
com algarismos romanos e inseridas apos a ultima legenda de figura. O cabecalho de cada tabela

deve constar junto a respectiva tabela.

Figuras coloridas poderdo ser publicadas com a diferenca dos encargos custeada pelo(s)

autor(es).
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