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1. INTRODUCAO

No mundo sdo conhecidas sete espécies de tartarugas marinhas.
Particularmente no Brasil, cinco espécies estdo presentes ao longo do litoral,
sdo elas: Caretta caretta, Chelonia mydas, Dermochelys -coriacea,
Eretmochelys imbricata e Lepidochelys olivacea

Dentre as espécies que ocorrem no pais a tartaruga verde, como €
conhecida a espécie Chelonia mydas, é a que apresenta maior distribuicéo,
sendo encontrada em todo litoral brasileiro (Sanches, 1999). Vive proxima a
regides costeiras e ilhas possuindo habito bentdnico, normalmente em
profundidades de até vinte metros (Marquez, 1990). A média do comprimento
da carapaca € de 120 centimetros e 230 quilogramas para individuos adultos
(Lutz, 1997). Quando filhote, até cerca de 20 centimetros de comprimento, é
caracterizada como onivora, especializando o habito alimentar até basicamente
a herbivoria quando adulta (Bjorndal, 1988).

Os principais sitios reprodutivos desta espécie estdo situados em ilhas
oceanicas, ocorrendo eventualmente desovas no continente. No Brasil, os
principais sitios sdo o Arquipélago de Fernando de Noronha (PE), Atol das
Rocas (RN) e ilha da Trindade (ES), sendo este uitimo o maior no Atlantico Sul
(Marcovaldi & Marcovaldi, 1999).

H& cerca de 25 anos o Projeto Tamai do iBAMA desenvolve trabalhos
com tartarugas marinhas ao longo da costa brasileira, grande parte realizados
em areas de reproducdo, envolvendo principalmente tOpicos sobre a
conservacao. Os trabalhos priorizam registros de captura acidental e aspectos
da biologia reprodutiva, mais especificamente analises de desovas (Marcovaldi
& Marcovaldi, 1987 ; Marcovaldi et ai, 1998).

Estudos sobre a biologia reprodutiva séo realizados em todo mundo,
mas trabalhos envolvendo estudo qonada! s&o pouco comuns. Trabalhos
pioneiros nesta area tiveram seus resuitacio-' publicados na década de oitenta
com a espécie Caretta caretta. O método utilizado “oi principalmente a
laparoscopia que analisa caracteristicas externas da gbnada, como cor e
textura. Estudos envolvendo analise histolégica de gbnadas também sé&o
recentes e envolveram basicamente filhotes recém eclodidos e adultos (cf. Lutz

& Musick, 2003).



Particularmente na regido do Estado do Parana, somente trés trabalhos
foram realizados. D’Amato (1991 a, b) registrou as espécies que ocorrem no
estado e fez referéncia especial a ocorréncia da espécie Lepidochelys olivacea,
pouco comum para o sul do Brasil. Posteriormente, Guebert (2004) analisou a
ecologia alimentar e mortalidade de Chelonia mydas no litoral do estado.

Considerando a ampla distribuicdo da?. *artarugas marinhas ao longo
do litoral brasileiro e a profunda caréncia de informacgcdes sobre a sua biologia
reprodutiva, particularmente em areas de alimentacdo, este estudo visa a
determinagcdo da razdo sexual da populacdo e c estagio de desenvolvimento
através de anadlise histologica das gbnadas da tartaruga marinha Chelonia

mydas no litoral do Estado do Parana.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de estudo

O litoral paranaense (Figura 1) abriga boa parcela do que resta da
Floresta Atlantica Brasileira, a terceira Floresta Tropical mais ameacada do
mundo. A biodiversidade local é assegurada pela variedade do meio fisico.
Essa diversidade reflete-se também nos ecortistemas. A regido apresenta
areas de formacbes pioneiras como manquezais marismas e restingas. Com
uma extensdo de S8 km é constituido por uma planicie costeira com corddes
litordneos, recebendo direta e indiretamente a influéncia do Oceano Atlantico
(IPARDES, 1989).

Duas baias caracterizam o litoral paranaense recebendo o nome de
cidades que as margeiam. As Baias de Paranagua (25°30' S e 48°40' W) e de
Guaratuba (25°50" S e 48°40'W) dividem a costa paranaense em trés setores:
Praia Deserta, Praia de Leste e Praia do Sul. A Praia Deserta se situa ao norte
de Paranagua, desde a Ponta Inacio Dias até a Foz do Rio Ararapira, nos
limites com o Estado de Sdo Pauio. A Praia de Leste compreende as praias
que se estendem de Pontal do Sul até balneario de Caioba. A Praia do Sul
abrange as praias situadas ao sui da 3aia de Guaratuba até a Ilha do Sai, nos
limites com o Estado de Santa Cataiina (Maack, 1981).

A Baia de Paranagua (25°30' S e 48°40' W), uma das mais vastas do
Brasil (677km2) penetra 50 km peio interior do continente e possui uma largura
maxima de 10 km. Subdivide-se em outras baias menores: de Antonina, das
Laranjeiras, dos Pinheiros e de Guaraquecaba. Ha em seu interior varias ilhas
tais como llha do Mel, llha das Pecas, llha da Cotinga, llha Rasa da Cotinga,
llha das Cobras, llha das Pedras entre outras. A Baia de Guaratuba (25°50' S e
48°40'W) encontra-se mais ao sul. estendendo-se 15 km terra adentro e com
uma largura maxima de 5 km. Suas principai ilhas séo: Ilha Pescaria, llha
Capinzal, Ilha Mato, llha dos Ratos e outra? Aparecem ainda como acidentes
importantes do litoral a Ilha do SuiXiragui (25:27 > 43°10" W), separada do
continente pela Baia dos Pinheiros e pelo Canal do Varadouro e a Restinga de

Ararapira, situada na parte do norte da Praia Deserta (Wons, 1982).



O Complexo Estuarino da Baia de Paranagua (CEP) apresenta area de
manguezal correspondendo a 80% da existente em todo o litoral do estado
(Noernberg, 2001). Os manguezais sdo areas sujeitas aos fluxos e refluxos das
marés, localizadas nas areas protegidas das baias. Apresentam vegetacdo
altamente especializada, observam-se principalmente trés espécies: Rhisophora

mangle, Laguncularia racemosa e Aricenia tormentosa (IPARDES, 1989).

Baia de Paranagua

Oceano Atlantico

jr
Baia de
Guaratuba

Figura 1: Imagem de satélite da area de estudo que compreende o litoral do

Estado do Parana.



2.2. Procedimentos

A coleta de dados em campo foi realizada no periodo de abril de 2004
a maio de 2005. As praias amostradas, entre os balnearios de Pontal do Sul e
Praia de Leste (cerca de 20 km) no municipio de Pontal do Parana, foram
monitoradas quinzenalmente. Alguns animais foram diretamente encaminhados
ao Centro de Estudos do Mar (CEM/UFPR) por diferentes fontes,
principalmente pescadores artesanais. No CEM/UFPR as tartarugas marinhas
encontradas foram armazenadas em “freezer”. Durante a estadia em Pontal do
Sul ocorreram necropsias, tomadas de dados e coleta das gbnadas. Em todas
as tartarugas marinhas encontradas foi realizada necropsia levando-se em
consideracdo que muitos animais coletados estavam em avancado estagio de
decomposicdo sem presenca de tecidos internos.

Os dados coletados, inicialmente, foram o peso dos animais e as
medidas basicas de tamanho: Comprimento Total do Corpo, Comprimento
Total de Carapaca e Largura da Carapaca. ApOs estes procedimentos, 0s
animais foram abertos a partir da parte ventral (plastrédo). Retirou-se
musculatura, estruturas 6sseas e alguns 6rgdos. As gonadas foram retiradas e
fixadas em ALFAC (alcool, formol e acido acético) ou eventualmente em formol
a 10% e conservadas em &lcool a 80%. Apos a fixacdo das gbnadas foram
tomados os dados morfométricos de comprimento, em centimetros, e textura.
Tomou-se como padrdo para a analise de comprimento a gonada direita. A
classificacdo da textura dividiu-se em granulosa ou lisa (cf. Lutz e Musick,
2003).

Do material gonadai fixado foram retirados cortes de. nho maximo, 5
milimetros. Os cortes seguiram padrdo transversal medial com relacdo a
gbnada. Os fragmentos foram levados ao laboratério de Histotecnologia (Setor
de Ciéncias Bioldgicas - UFPR) onde foi feita a preparacdo de lamina
histologica permanente. A coloracdo utilizada foi Hematoxilina e Eosina (H/E) e
Tricromico de Masson (anexo).

A analise feita em microscopio Gtico visou a detectar 0 sexo e estagio de
desenvolvimento gonadai de machos e fémeas (presenca de células
germinativas, ovogénese e espermatogénese). Na andlise do material foram

adotados os critérios de desenvolvimento proposto por Garcia e Garcia (1991)



que dividem as fases do desenvolvimento ontogenético em gametogénese,
fertilizagcdo e processos de desenvolvimento do embrido para vertebrados em
geral. Na gametogénese tém-se trés fases: de proliferagdo, crescimento e
maturacdo. Os eventos que ocorrem na gametogénese sdo especificos para
machos e fémeas.

Na proliferacdo em iémeab as ovogomas dividem-se mitoticamente e
aumentam seu numero. Estas células, quando cessam a proliferacdo,
aumentam de volume e preparam-se para divisdo meiotica que origina ovocitos
primarios caracterizando a fase de crescimento. Na maturacdo ocorre a
vitelogénese preparando o ovo para a fertilizacao.

Em machos ocorre a proliferagdo na qual espermatocitos sdo produzidos
por mitose. Na fase de crescimento os espermatocitos situam-se no lumen dos
tabulos seminiferos e produzem espermétidec. Os processos que geram
espermatozoides a partir da espermétide caracterizam a tase de maturacéo.

Critérios adotados por Lutz (2003) foram considerados para caracterizar
gbnadas femininas e masculinas. Os individuos caracterizados como fémeas
apresentaram gbnada condensada com células germinativas bem aparentes
(presenca de ovocito maior que células adjacentes). Os testiculos foram
caracterizados por um tecido menos condensado com muitos duetos aparentes
e Células com tamanho homogéneo. Os duetos sdo os tubulos seminiferos e as
células que formam o dueto sdo basicamente as da linhagem espermaética.

Os ovéarios podem apresentar ovocitos em diferentes estagios de
desenvolvimento, sendo caracterizados mais desenvolvidos 0s que apresentam
vesiculas ou granulos citoplasmaticos. As vesiculas e ¢/ranulos citoplasmaticos
caracierizam a reserva de nutrientes na célula, podendo ser o inicio da
vitelogénese. Vitelo € um termo morfolégico que serve para indicar as
diferentes substancias nutritivas presentes no ovo Rareia e Garcia, 1991).

Os resultados obtidos a partir da analise gonadai foram utilizados para
determinagdo da razdo sexual da populacdo, bem como caracterizagcdo do
estagio de desenvolvimento. Dados morfométricos e de maturacdo gonadai
foram sobrepostos aos dados de comprimento de carapaca dos animais
procurando estabelecer uma possivel relacdo. Para aferir uma possivel

variacao da proporcao sexual de 1:1 foi utilizado o teste x2.



3. RESULTADOS

Durante o periodo amostrado foram coletadas T| tartarugas marinhas da
espécie Chelonia mydas encontradas mortas na regido de estudo e que
apresentaram tecidos (gbnadas) em boas condi¢cdes de estudo ou em estagios
iniciais de decomposicdo. Algumas amostras foram obtidas de animais que
chegaram vivos ao Centro de Estudos do Mar (UFPR) para a tentativa de
reabilitacdo mas ndo sobreviveram. Porém, a maioria das amostras €
proveniente de animais encalhados mortos nas praias so-frendo acao externa
(maré, animais necrofagos, microrganismos, entre outros).

Os individuos da amostra apresentaram comprimento de carapaca
variando entre 32 e 66.5 centimetros (Tabela 1), com média aproximada de
41.09 (x7.89) centimetros. Foram definidas oito classes de tamanho com
intervalo de cinco centimetros cada. A figura 2 representa o numero de

individuos distribuidos nas classes de tamanho.
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Classes de tamanho (cm)

Figura 2: Distribuicdo em classes de tamanho de 27 individuos de Chelonia
mydas coletados no litoral do Estado do Parana de abril de 2004 a maio de
2005.

Todos os individuos foram considerados juvenis segundo o tamanho
maximo de comprimento e largura de carapaca definidos nos estudos de Carr
& Ogren (1960) e Hirth & Carr (1970). Nestes estudos, os dados das medidas



de comprimento e largura de carapaca foram correlacionados (r= 0.9757)
tracando-se o tamanho minimo de maturidade sexual de 70 centimetros.
(Figura 3).
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Figura 3: Relacéo entre as medidas de comprimento e largura de carapaca dos

27 individuos de Chelonia mydas coletados no litoral do Estado do Parana.

As gbnadas, apos a retirada e fixacdo, foram medidas para correlacionar
com estagio de desenvolvimento e a textura foi analisada. Os resultados desta
analise estdo na Tabela 1. A fixacdo de 3 gbnadas impossibilitou a coleta da
medida de comprimento das mesmas. Esses individuos foram excluidos de
analises posteriores.

Dentre os 27 individuos de Chelonia mydas coletados, 15 foram
considerados machos e 12, fémeas (Tabela 1). A amostra apresenta proporgao
sexual de 1 macho para cada 0.8 fémea (x2= 0.34; g.l.=1; 0,75 > P > 0,50)

A média de comprimento de carapaca foi de 40.92cm (+ 6.31) para
fémeas e 41.23 cm (£ 8.71) para machos.



Os dados de textura de gonadas apresentaram categorias diferentes da

proposta inicial que se baseava em granulosa ou lisa. Trés gbnadas nado se

enquadraram nos padrdes propostos apresentando textura pouco granulosa.

Desta forma, uma nova categoria foi estabelecida.

Sete tartarugas apresentaram gonadas granulosas, 16 lisas e 3 pouco

granulosas, dentre as 27 gonadas analisadas (Tabela 1). A correspondéncia

entre textura gonadal granulosa para fémeas e lisa para machos foi valida sob

alguns aspectos. As 7 gbnadas com textura granulosa eram femininas. Entre

as 17 gbnadas com textura lisa, 5 eram femininas e 11 masculinas. As 3

gbnadas com textura pouco granulosa eram masculinas.

Tabela 1 Dados de 27 individuos de Chelortia mydas coletadas no litoral

paranaense contendo: Comprimento de carapaca (Cc\ textura gonadal,

Comprimento gonadal (Cg) e sexo dos exemplares.

N° Cc

1 58,0 cm
2 40,0 cm
3 51,5 cm
4 45,0 cm
5 36,0 cm
6 39,0 pm
7 37,0 cm
8 390 cm
9 32,0 cm
10 66,5 cm
11 38,0 cm
12 34,0 cm
13 37,5 cm
14 39,0 cm
15 36,5 cm
16 37,0 cm
17 43,0 cm
18 40,0 cm
19 37,5 cm
20 38,0 cm
21 35,0 cm
22 40,0 cm
23 44,0 cm
24 35,0 cm
25 44,0 cm
26 53,0 cm
27 34,0 cm

Textura gbnada
Lisa
Lisa
Granulosa
Lisa
Lisa
Granulosa
Lisa
Lisa
Granulosa
pouco granulosa
Lisa
Lisa
Lisa
Granulosa
Lisa
Lisa
Lisa
pouco granulosa
Lisa
Granulosa
Lisa
Lisa
Lisa
pouco granulosa
Granulosa
Granulosa
Lisa

Cg
5,4 cm

5,0 cm
5,6 cm
55 cm

4,9 cm
4,6 cm
51 cm
4,2 cm
4,8 cm
2,6 cm
5,4 cm
4,4 cm
4.2 cm
5,2 cm
4.6 cm
51 cm
4,4 cm
4,5 cm
6,6 cm
6,5 cm
6,9 cm
4.9 cm
55 cm
6,8 cm

Sexo
Macho
Macho
Fémea
Fémea
Macho
Fémea
Macho
Macho
Fémea
Macho
Macho
Fémea
Macho
Fémea
Macho
Macho
Fémea
Macho
Fémea
Fémea
Fémea
Macho
Macho
Macho
Fémea
Fémea
Macho
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A correlacao entre as medidas de comprimento de carapaca e comprimento de
gbnadas de 24 individuos de Chelonia mydas (r = 0.1449) foi pequena (Figura
4).

Comprimento de génada (cm) _ .

Comprimento de Carapaca (cm)

3 4 5 6 7 35 40 45 50 55 60 65 7.

Figura 4: Correlacdo entre as medidas de Comprimento de carapaca e
Comprimento de gbnada de 24 individuos de Chelonia mydas coletados no
litoral paranaense que apresentaram tecido gonadal fixado adequado para o

estudo.

A gametogénese dos 27 individuos de Chelonia mydas encontra-se na
fase de proliferacdo e crescimento. O niumero de células germinativas aumenta
e estas comecam a adquirir caracteristicas proprias.

Em relagdo aos 15 machos analisados, nao foram encontrados
espermatozéides. Porém, os duetos espermaticos sdo bem evidentes contendo
muitas células da linhagem espermatica em desenvolvimento (Figura 5 e 6).



Cortex

Medula A

Figura 5. Corte histologico de gbnada masculina de Chelonia mydas visualizado

em aumento de 40 vezes e corado com H/E com um dos tubulos seminiferos (A)
evidenciado.

Figura 6. Detalhe de corte histolégico de gbnada masculina de Chelonia mydas
visualizado em aumento de 200 vezes e corado com H/E com tUbulos seminiferos

(A) evidenciados.
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Nas 12 fémeas analisadas, todas apresentaram ovOcitos com citoplasma
aumentado de tamanho o que indica uma fase de crescimento (Figura 7). O
predominio na amostra foi de ovOcitos granulares, levando-se em consideracao
gue pode ser reflexo da decomposigéo inicial do tecido. Seis amostras de génadas
femininas apresentaram degeneracdo dos tecidos evidente ndo sendo
consideradas para analise de maturac@o sexual. As 6 amostras que apresentaram
boa preservacdo dos tecidos na analise histoldgica indicam que as vesiculas e
granulos presentes nos ovocitos sao reflexo do desenvolvimento dos mesmos

(Figuras 8 e 9).

Figura 7: Corte histolégico de gbnada feminina de Chelonia mydas com presenca
de ovdcitos com citoplasma aumentado visualizado em aumento de 100 vezes e
corado com H/E. Presenca de ovdcitos (A) granulosos, (B) com vesiculas centrais

e (C) vesiculas periféricas. Tecido renal (D) aparente.



Figura 8: Corte histologico de gbnada feminina de Chelonia mydas com presenca
de ovdcitos com vesiculas periféricas no citoplasma visualizado em aumento de

200 vezes e corado com H/E.

Figura 9: Corte histologico de génada feminina de Chelonia mydas com presenca
de ovdcitos com granulos citoplasmaticos visualizado em aumento de 400 vezes e

corado com H/E.
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Da analise das 6 amostras de tecido gonadal pode-se estabelecer quatro
estagios de desenvolvimento dos ovécitos. A definicAo dos estagios foi
estabelecida pela caracteristica da maioria dos ovécitos encontrados nos
cortes histolégicos analisados (Tabela 2)

O estagio inicial (Ho) caracteriza-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) caracteriza-se pela
presenca de vesiculas no citoplasma. Porém,a distribuicdo ndo € uniforme e
os granulos ndo sdo evidentes. A proximafase de desenvolvimento (Vp)
apresenta ovocitos com vesiculas no cortex do citoplasma, e granulos
aparentes. O ultimo estdgio de desenvolvimento (Gr) encontrado na amostra é
caracterizado por ovdcitos granulosos e com maior aumento de citoplasma
Isso indica uma producdo grande de material de reserva podendo ser

caracterizada como vitelogénese inicial.

Tabela 2: Dados de 6 fémeas de Chelonia mydas coletadas no litoral
paranaense contendo: n° da amostra, Comprimento de carapaca (Cc),
descricdo do estdgio de desenvolvimento e classificacdo referente & fase de

desenvolvimento.

Amostra Cc Estagio de Desenvolvimento Fase
4 45.0 cm Vesiculas periféricas, presenca inicial de granulos. Vp
9 32.0 cm Ovécitos homogéneos, presenca inicial de vesiculas. Ho
19 37.5 cm  Ovdcitos vesiculares, presenca inicial de granulos. Ve
21 35.0 cm  Ovdécitos homogéneos, presenca inicial de vesiculas. Vc
25 44.0 cm Ovdcitos vesiculares, presenca inicial de granulos. Vc

26 53.0 cm Até ovdcito granuloso. Gr
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Os dados de comprimento de carapaca (Ce) foram relacionados com a

fase de desenvolvimento estabelecida para cada fémea (Figura 10)

Comprimento de Carapaca (cm)

Figura 10: Relacdo entre Medida de comprimento de carapaca em centimetros
(Cc) e Estagio de desenvolvimento gonadal estabelecido paia a amostra de 6

fémeas de Chelonia mydas coletadas no litoral paranaense.

A andlise mostrou uma relacdo evidente entre comprimento de carapaca
e a fase de desenvolvimento gonadal do individuo (r2 = 0.9542; F= 105.19; p=
0.0005). A relacdo nos mostra que a gbnada se desenvolve concomitante com
o crescimento do animal.

A amostra de tecido gonadal da fémea com menor medida de
comprimento de carapaca (32 cm) foi a que apresentou ovoOcitos com
citoplasma mais homogéneo, contendo poucas vesiculas e granulos. A amostra
da fémea com maior comprimento de carapaca (53 cm) apresentou tanto
ovocitos homogéneos quanto com vesiculas e granulosos, o que indica a
presenca de diferentes fases de desenvolvimento de ovdcitos dentro da
gbnada.

Muitas laminas histolégicas apresentam tecido renal aparente, fato
evidenciado nas fotomicrografias (Fig. 7 e 5). Isto se deve ao fato de que a
gbnada esta justaposta ao rim dorsalmente. Os sistemas renal e gonadal
evolutivamente desenvolveram-se unidos, tendo evidéncias nas estruturas

atuais.
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Durante a necropsia e retirada da gonada, parte do tecido renal foi
retirado juntamente com o intuito de n&o danificar a estrutura gonadal. Deve-se
levar em consideracdo, também, que alguns tecidos apresentavam
degeneracao inicial, diminuindo a resisténcia do tecido e, consequentemente

dificultando a retirada sem danificar o mesmo.
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4. DISCUSSAO

Estudos na area de biologia reprodutiva de tartarugas marinhas estao
restritos a poucas populacdes, geralmente realizados em areas de reproducao
com fémeas adultas e filhotes recém eclodidos (cf. Lutz & Musick, 2003). Isto
se deve a facilidade na coleta dos/ dados. As fémeas, quando sobem a praia
para desovar, tornam-se vulneraveis e os ninhos contém numero grande de
filhotes que quase ndo apresentam defesas (Mendonga, 1981). Os estudos
também se concentram no campo da conservacdo. Particularmente no Brasil,
a tendéncia € mantida. Nao existem dados publicados com populacées juvenis
nem qualquer estudo relacionado a biologia reprodutiva em areas de
alimentacéo.

A caréncia de informacbes sobre a biologia reprodutiva das
tartarugas marinhas juvenis no Brasil demonstra a necessidade de se
desenvolver estudos mais aprofundados sobre este topico. Limpus & Walter
(1980) citam a falta de estudos em areas de alimentacdo. Mendonga (1981)
acredita que trabalhos envolvendo tartarugas marinhas em estagios imaturos
sdo negligenciados indevidamente, uma vez que podem contribuir para a
compreensdo de caracteristicas referentes ao crescimento dos animais e
estagios de maturacdo na natureza, bem como da utilizacdo de areas de
alimentacdo. Cientes do comportamento de migracdo devido as areas de
alimentacado e nidificacdo encontrarem-se a longas distancias (Pough, 1993), é
viavel um estudo para identificar os niveis de maturacdo e razdo sexual da
populagéo do litoral paranaense. Para que os esfor¢cos de conservagao sejam
mais eficazes, € necessario pesquisar o individuo juveni! em sua éarea de
alimentacao, garantindo que atinja a fase adulta.

As tartarugas marinhas amostradas neste estudo foram todas
consideradas juvenis quando comparadas a estudos de Carr & Ogren (1960) e
Hirth & Carr (1970). Durante o periodo de amostragem foram coletados alguns
exemplares sub adultos de Chelonia mydas de ambos os sexos e em
diferentes estagios de desenvolvimento. A amostragem total (incluindo os
individuos ndo considerados nas andlises de desenvolvimento) indica que a

regido abriga uma populacao predominantemente juvenil.
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Sabe-se que a populagcdo de tartarugas juvenis tem crescido em
algumas localidades em decorréncia de alguns trabalhos de conservacdo em
areas de reproducdo. Estes trabalhos fizeram com que o niumero de desovas
aumentasse e garantiu a maior sobrevivéncia possivel de ovos e filhotes
(Bellini, 1993). Deve-se levar em consideracdo que a mortalidade diminuiu
devido esfor¢os de conscientizacdo em comunidades costeiras que consumiam
0s produtos que se originam de tartarugas marinhas e por ser considerado
crime no pais o consumo destes produtos (Bellini, 1993).

A regido do litoral do Estado do Parana, com baias bem recortadas, € de
alta produtividade (IPARDES, 1989) e também local ideal para protecdo de
varios animais. Além disso, o numero de individuos que conseguem chegar a
fase adulta é muito reduzido e devido ao tamanho e resisténcia, a mortalidade
nesta fase € comparativamente menor (Lutz e Musick, 2Q03).

Coiiazo et al. (1992) considera juvenis, tartarugas verdes de até 50
centimetros de comprimento de carapaca. Relata que a partir deste tamanho
os individuos jA comecam a entrar em maturacdo sexual o que o0s
descaracterizaria como juvenis. Ja Zug & Glor (1998) consideram juvenis
individuos de até 75 centimetros de carapaca através da analise
esqueletocronologica. A dificuldade em se estabelecer um padrdo vem da
grande diferenca de crescimento dos individuos. Mendonca (1981) encontrou
em alguns estudos, uma diferenca de crescimento variando de 0.96 a 19
centimetros ao ano para Chelonia mydas. Sabe-se que tartarugas marinhas
ndo tém um crescimento continuo uniforme sendo que filhotes crescem mais
rapidamente e os adultos tendem a ter o crescimento estagnado (Frazer &
Ehrhart, 1985). A diferenca discrepante encontrada nos estudos de Mendonca
pode ser relacionada a amostras- de populacdes em diferentes estagios de
desenvolvimento, mas reflete que o crescimento em tartarugas marinhas esta
longe de ser considerado padrdo. Ross (1985) relata que a diferenca na
disponibilidade de alimento afeta diretamente populacdes de tartarugas verdes.
E um fator extremamente limitante de crescimento e aumento reprodutivo e
demografico. Além disso, Chelonia mydas apresenta crescimento mais lento
por sua dieta ser basicamente herbivora (Limpus & Walter, 1980), ndo podendo

ser comparado ao crescimento de outras espécies.
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A relacdo entre crescimento e idade € muito especifica para cada
populacdo em cada area. A especificidade deve-se ao fato de cada populacdo
depender da area que a sustenta para crescer. Os trabalhos que relatam
idades de maturacdo sexual, geralmente levam em consideracdo analises de
tamanho de carapaca os quais sao validos local e temporalmente uma vez que
o crescimento deve ser especifico para cada populacdo em funcdo de
caracteristicas como disponibilidade de alimento e temperatura. Porém, a
maturacdo sexual s6 pode ser clefinida através de estudos de desenvolvimento
gonadal. Estes estudos fornecem dados consistentes de desenvolvimento,
independente de um tamanho minimo de comprimento de carapaca.

Muitos estudos de desenvolvimento gonadal vém sendo realizados-no
mundo nas Uultimas duas décadas, a maioria baseada na técnica da
laparoscopia. (cf. Lutz & Musick, 2003). Para Chelonia mydas do litoral
paranaense a caracterizacdo de 4 estagios de desenvolvimento gonadal foi
estabelecida segundo critérios de Garcia & Garcia 1991, propostos para
vertebrados em geral, isto porque estudos especificos de histologia gonadal
com tartarugas marinhas nao foram suficientes para estabelecer um padrao
para as espécies. A andlise de desenvolvimento realizada neste estudo através
da histologia gonadal foi uma das poucas no mundo. Os estudos histolégicos
realizados até entdo foram feitos em filhotes recém eclodidos e individuos
adultos (Lutz & Musick, 2003) Analises de tartarugas marinhas juvenis em
diferentes estagios de maturacéao foram realizados somente com tartarugas da
espécie Caretta caretta utilizando a técnica da laparoscopia (Limpus, 1990).
Nestes estudos foram estabelecidas fases de desenvolvimento segundo
caracteristicas gonadais externas como cor, textura e tamanho dos ovocitos.
As fases dividem-se em: filhote, pré-puberdade, puberdade e adulta.

Deve-se levar em consideracdo que a textura e cor sao caracteristicas
gque podem mudar quando o individuo morre. Uma vez que a analise de
desenvolvimento atraves da técnica de laparoscopia € realizada em individuos
vivos os dados obtidos ndo devem ser comparados aos dados coletados de
individuos mortos.

Os estagios de desenvolvimento gonadal foram estabelecidos para
amostras de 6 fémeas. Na pequena amostra foi encontrada uma relacdo de

dependéncia entre o comprimento da carapaca e 0 estagio proposto no estudo
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de desenvolvimento gonadal. A andlise de regressdao mostrou uma
dependéncia de 98% sendo considerada extremamente alta. (sto implica que o
crescimento da carapaga € um indicativo do desenvolvimento gonadal sendo
os valores especificos para cada populacdo. Estudos mais aprofundados com
amostras maiores devem ser realizadospara corroborar  estes dados
preliminares.

A relacdo entre o comprimento gonadal e comprimento de carapaca
nao foi verificada. O resultado mostra que o0 crescimento da gbnada é
independente do crescimento da carapaga. Isto significa que o tamanho da
gbnada na populacdo de Chelonia mydas no litoral paranaense ndo esta
relacionada com o estagio de desenvolvimento proposto neste trabalho.

A determinacdo sexual ocorre através da temperatura de incubacao
dos ovos o0 que permitiu a implantacdo de numerosas técnicas de manejo que
influenciam o nimero de nascimentos de machos e fémeas. Muitos trabalhos
de determinacdo de razdo sexual se baseiam na medicdo da temperatura
média de incubacdo nos ninhos. Os 3 trabalhos publicados no Brasii de
andlise da razdo sexual de determinadas populacdes utilizaram este método
(Marcovaldi et al., 1997; Mrosovsky et al., 1999; Godfrey et ai, 2000). Isto
significa que pouco se sabe a respeito do status populacional de tartarugas
marinhas juvenis e adultas.

Valadez et ai (2000) acreditam que a sexagem feita com filhotes pode
apresentar dados que ndo correspondem a realidade. A razdo sexual muda
dependendo da distribuicdo temporal uma vez que o sexo é definido pela
temperatura e esta muda dentro da estacdo reprodutiva. Isso significa que
dependendo da época do ano a diferenca no niumero de machos e fémeas
varia amplamente. Porém, descricbes matematicas de padrdes de temperatura
mostram que o equilibrio no nascimento de machos e fémeas € garantido
dentro da estacdo reprodutiva (Godley et al., 2002). Analises de sexagem em
filhotes recém eclodidos tendem a dar uma proporcao entre machos e fémeas
de 1.1 quando a amostragem é temporal. Mas poucos sédo os dados referentes
a esta propor¢cdo em populacdes com individuos jovens e sub adultos (Bolten
et ai 1992). Esta analise € essencial para garantir o desenvolvimento

adequado e o suporte genético das futuras populacfes de tartarugas marinhas.
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Segundo Bolten et ai (1992), o sexo de tartarugas marinhas da espécie
Chelonia mydas imaturas ndo pode ser determinado externamente. Isso indica
gue nao existe dimorfismo sexual em Chelonia mydas juvenis. Somente
guando chegam a fase adulta é que o macho pode desenvolver uma cauda
longa com cloaca terminal.

Godley (2002) encontrou um dimorfismo estatistico na populacdo de
Chelonia mydas na llha de Ascensdo. Em sua amostra a média da medida de
carapaca de machos era menor que a média de medida de carapaca das
fémeas. Porém, nada indica que as idades dos individuos sejam as mesmas.
Bolten et ai (1992) n&o encontrou diferenca significativa de crescimento entre
machos e fémeas indicando que talvez ndo exista um dimorfismo real. A
diferenca estatistica encontrada no trabalho de Godley ~2002) pode ser reflexo
de uma amostra composta de individuos com idades diferentes e que,
conseqguentemente, terdo tamanhos distintos independente do sexo.

A amostra da populacdo do litoral paranaense apresentou média de
comprimento de carapaga maior para machos comparativamente com fémeas.
Entretanto, a diferenca encontrada n&o representa necessariamente que haja
dimorfismo, pois a populacdo agora amostrada, possivelmente € composta por
animais de idades diferentes.

Por ndo apresentar dimorfismo aparente, algumas técnicas foram
desenvolvidas para identificar a sexagem das populacbes de tartarugas
marinhas. Dentre as técnicas desenvolvidas estdo a laparoscopia, a histologia
e a analise sorologica. Segundo Lutz & Musick (2003), somente dois métodos
de identificacdo sexual s@o considerados eficazes para tartarugas marinhas
imaturas: analise histologica e sanguinea. Na analise histologica as células da
linhagem germinativa sdo identificadas e os testes sanguineos avaliam a
dosagem do hormdnio testosterona. A histologia é pouco utilizada apesar de
ser uma das ferramentas seguras para identificar o sexo dos individuos.

Diferentes pesquisadores trabalham com identificagdo sexual em
tartarugas marinhas através de laparoscopia (Limpus, 1990; Valadez et ai.,
2000; Godley et ai, 2002). Esta técnica consiste na identificacdo de ovarios e
testiculos segundo a textura da gbnada: granulosa e lisa, respectivamente.
Uma incisdo é feita na parte inferior do plastrdo e um canaliculo é introduzido

na cavidade abdominal para visualizagao do tecido gonadal (Meylan & Meylan,
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1994). A laparoscopia é considerada rapida e os resultados imediatos séo
vantajosos em relacdo a outras técnicas (Wood et ai, 1983). Porém & um
método invasivo que pode trazer consequéncias fatais, principalmente para
filhotes (Lutz & Musick, 2003).

Na andlise realizada neste estudo a textura da gbnada em individuos
juvenis de Chelonia mydas s6 indicou o sexo de fémeas, com ressalvas. Todas
as sete gbnadas caracterizadas com textura granulosa eram fémeas, porém
cinco fémeas apresentaram gbénadas lisas. Ainda nas analises, foi estabelecido
um novo padrdo dentro da amostra. Quatro gbnadas apresentavam pouca
granulosidade, formando um grupo especifico. As gbnadas caracterizadas
como pouco granulosas comparativamente a outras coletadas, eram
masculinas. As 16 gonadas caracterizadas lisas pertenciam a 11 macho's e
cinco fémeas. Portanto, o estudo indicou uma margem de erro grande para
identificacdo do sexo segundo textura da gbnada. Este método é utilizado por
muitos pesquisadores que trabalham geralmente com animais vivos, mas para
esta populacéo ndo se mostrou efetiva sob a maioria dos aspectos.

Os estudos que envolvem analise de testosterona sanguinea sao 0s
mais utilizados em populacdes juvenis e adultas. A desvantagem na utilizacdo
deste método € que individuos machos muito juvenis podem apresentar
concentracdes pequenas do horménio o que dificulta a determinacdo sexual.
Geralmente, os trabalhos que fazem analise de concentracdo de testosterona
sanguinea utilizam outra técnica concomitante para corroborar os resultados. A
dificuldade na captura dos individuos também pode ser um fator limitante para
esta técnica.

A amostra apresentou um equilibrio esperado significativo entre machos
e fémeas de 1:1, ndo sendo significativa a pequena diferenca. Porém, numero
superior de machos da amostra ndo corroborou a maioria dos trabalhos de
sexagem populacional realizados no mundo. Geralmente as fémeas s&o mais
abundantes, considerado um fator positivo para a populagéo.

O numero inferior de fémeas em uma populacédo pode ser consequéncia
de um manejo populacional inadequado ou um efeito da amostragem restrita.
Diez & van Dam (2003) apresentaram um estudo recente de determinagao
sexual utilizando a técnica de dosagem de testosterona sanguinea validada em

alguns casos pela laparoscopia na populagcdo de tartarugas de pente
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{Eretmochelys imbricata) em Porto Rico. Foi encontrado na amostra namero
maior de machos, sendo que o desequilibrio ndo foi considerado significativo,
mas 0s pesquisadores afirmaram gue numero maior de machos ndo é comum
na maioria dos estudos atuais. Ressaltam que fatores locais podem estar
envolvidos e que o dado ndo deixa de ser preocupante para o futuro desta
populacao.

As diferentes técnicas de manejo empregadas em areas de reproducéo
de tartarugas marinhas podem estar interferindo na caracterizacao
populacional. A ampla manipulacdo de ninhos pode interferir na determinacao
sexual. Algumas técnicas, principalmente as que utlizam deslocamento de
desovas precisam ser mais estudadas e suas implicac6es conhecidas. Estudos
sobre as consequéncias do manejo que vem sendo realizado ha anos em
populagbes de tartarugas marinhas ainda nao existem. Sabe-se que nas
populacdes aparentemente tém aumentado o numero de juvenis, mas nenhum
estudo de proporcédo sexual foi feito até entdo. Os estudos restringem-se a
avaliacdo do manejo, particularmente do numero de eclosbes em ninhos
transferidos (Bellini et a/., 1991; Bellini, 1993; Gonchrosky et al., 1995;
Marcovaldi e D’Amato, 1998). Estes estudos mostram que o0 manejo afeta a
eclosdo, mortalidade, entre outros fatores. E de se esperar que a proporcéo
sexual esteja sendo afetada também. Mas novos trabalhos precisam ser
realizados para avaliar o status das populacdes.

Deve-se levar em consideragdo, também, a falta de pad\ronizagéo na
coleta de dados (como peso e medidas) e técnicas de andlise, como a
utiizacdo de diferentes modelos matematicos para trabalhos realizados com
tartarugas marinhas em todo o mundo. Green (1993) apontou as diferencas
encontradas em técnicas de mensuracéo para coleta de dados, particularmente
de Chelonia mydas, ressaltando a dificuldade em correlacionar dados de
trabalhos distintos. Bjorndal & Bolten (1988) ja haviam discorrido amplamente
sobre a mesma falta de padronizacdo na coleta de dados desenvolvendo um
estudo com diferentes modelos matematicos e estabelecendo o que apresenta

melhores resultados na analise populacional para tartarugas marinhas.
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6. ANEXO

Cc

PROTOCOLO

FIXADOR PARA TECIDOS ORGANICOS
(gbnadas de tartarugas marinhas)

Independente do tipo de fixador, sempre utilizar um volume pelo menos cinco vezes
superior ao tecido, 6rgdo, gonada (...), a ser fizado. Injetar fixador no interior da parte a ser
fixada

ALFAC - Fixador para histologia (alcool + formol + &cido acético)

Para cada 100 ml de ALFAC:
- 85 ml de alcool 80%

- 10 ml de formol 40%

- 05 ml de 4cido acético

« Deixar no ALFAC (ou AFA) por 16 horas (rigorosamente) e passar entdo a amostra para
0 alcool 70%.

« Adicionar o Acido Acético somente na hora de utilizar o fixador.

PREPARACAO DE LAMINA HISTOLOGICA PERMANENTE
(gbnadas de tartarugas marinhas)

Gonadas retiradas e fixadas em ALFAC por 16 horas e conservadas em alcool 80% por
periodo indeterminado.

Fragmentos retirados para histologia de no méximo 5 milimetros, também conservados em
alcool 80% por periodo indeterminado.

DESIDRATACAO DO MATERIAL (sujeito a alteracdo de tempo)

Alcool 80% por, no minimo 2 horas.

Alcool 90% por pelo menos 2 horas.

Alcool 95% durante 1 dia (uma pernoite).

Alcool absoluto

lobanho - pequenos fragmentos por 45 minutos; maiores por 1a 1.5 hora.
20banho - 30 minutos.

3obanho - 30 minutos.

4obanho - 15 minutos.

Alcool absoluto mais xilol (benzol)'50% (meio a meio) - 30 minutos.
Xilol:

lobanho - 15 minutos.

2- banho - 15 minutos.

3obanho - 10 minutos.

EMBLOCAMENTO DO MATERIAL EM PARAFINA
Material levado a parafina liquida, na estufa a 60°C, por 4 horas
O material pode permanecer na parafina por tempo indeterminado.



