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RESUMO

A osteocronologia visa determinar a idade dos individuos em funcdo dos aneéis de
crescimento (skeleton growth marks, SGMs) registrados nos 0ssos dos vertebrados. Este
estudo objetivou estudar a relacdo entre o tamanho e a idade em tartarugas-da-amazonia
(Podocnemis expansa) mantidas em criadouros comerciais na Regido Metropolitana de
Manaus. Os objetivos especificos foram os seguintes: (1) definir qual a por¢édo e qual
0sso longo que melhor retrata a formacdo dos aneis de crescimento (SGMs) para a
espécie em condi¢cbes de cativeiro; (2) Estimar a idade de machos e fémeas por
osteocronologia; (3) Validar as idades estimadas com a idade real dos individuos; (4)
Relacionar o tamanho dos individuos com a idade real e o sexo; (5) Relacionar o
numero de SGMs com os anéis de crescimento formados nas escamas epidérmicas que
revestem o casco da tartaruga. Foi verificado que o melhor 0sso a ser analisado é o
umero, na regido central da diafise do 0sso, pois € a parte onde as linhas de crescimento
sdo mais visiveis pela técnica de osteocronologia. Os individuos maiores apresentaram
mais linhas de crescimento, mas a relacdo entre 0 nimero de anéis e o tamanho dos
queldnios ndo foi clara, muito em funcdo do tamanho amostral pequeno. O estudo
evidenciou a sobreposicdo das linhas de crescimento mais antigas em individuos de P.
expansa de comprimento da carapaca > 61,3 cm. N&o foi possivel atingir os demais
objetivos devido ao fato dos criadores comerciais nao terem ciéncia da idade real dos
individuos do seu plantel, como originalmente supomos no inicio deste estudo. O
estabelecimento e adequacdo do protocolo para estudos de osteocronologia em P.
expansa durante o presente estudo poderdo subsidiar estudos similares futuros com a

espécie em cativeiro ou em vida livre.

Palavras-chave: Osteocronologia; tartaruga-da-amazonia; ranching.
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1. INTRODUCAO

A ordem Testudines abrange répteis marinhos, terrestres, e dulcicolas que
surgiram h& 200 milhdes de anos, na Era Mesozdica, e desenvolveram um sistema de
protecdo e defesa diferenciado (ORR, 1986). A maioria das espécies viventes apresenta
0 corpo envolvido por duas conchas 0sseas, uma carapaca dorsal e um plastrdo ventral,
que estdo ligados lateralmente por uma ponte dssea. As suas mandibulas s&o
desenvolvidas, assumindo a forma de um bico corneo. A lingua ndo ¢é extensivel, ndo
possui dentes, o pescogo geralmente é retratil e com oito vértebras cervicais. Os
membros basicamente pendactilos. Sdo oviparos e ndo apresentam cuidado parental e

podem ser encontrados nas regides tropicais e temperadas do mundo (ORR, 1986).

Os queldnios da sub-ordem Pleurodira, retraem lateralmente o pescoco, e dentre
as familias que a compde encontra-se a familia Podocnemididae, que possui trés
géneros de queldnios de agua doce, onde esta inserido o género Podocnemis, sendo este
0 mais importante economicamente na Amazonia brasileira (MITTERMIER, 1978).
Esse género possui seis espécies, quatro destas ocorrem na Amazobnia brasileira:
Podocnemis expansa, Podocnemis unifilis, Podocnemis erytrocephala e Podocnemis
sextuberculata. A maior e a mais consumida é a tartaruga-da-amazonia (P. expansa)
podendo chegar até 120 cm de comprimento total e 60 kg (VOGT, 2004).

1.1- Podocnemis expansa

Esta espécie pode ser facilmente identificada, pois na parte superior da cabeca
existem duas manchas em forma de pontos, de cor mais escura (RUEDA-
ALMONACID et al., 2007; Fig. 1).

Fig. 1: Exemplar de P. expansa.



As fémeas possuem comportamento gregario na época de desova (Fig. 2).
Iniciam a migracdo para 0s rios no comego da vazante a procura de praias nas quais
sobem geralmente a noite. Por apresentarem este comportamento sdo mais suscetiveis a
captura e coleta dos ovos do que as demais espécies de queldnios na Amazonia, sendo

esta uma importante atividade etnozooldgica (GILMORE, 1986).

Fig. 2: Tabuleiro de desova de P. expansa no Rio Guaporé.

Apesar da P. expansa ser intensamente explorada para a subsisténcia e o
comércio desde os tempos pré-cabralinos, 0 nosso conhecimento sobre a biologia da
espécie é limitado (VOGT, 2004); e as bases técnico-cientificas para a cadeia produtiva
da espécie sdo limitadas (ANDRADE, 2004).

1.2- Osteocronologia

A idade em vertebrados geralmente é estimada por estudos de marcagao-
recaptura ou de osteocronologia (HUTTON, 1987). Ambas as técnicas sdo custosas,
pois a primeira implica em um longo esforgo de campo para se obter algumas recapturas
(geralmente inferior a 3% dos individuos marcados). Por sua vez, a osteocronologia

necessita de muito mais infra-estrutura e material na sua execucao.

N&o bastassem os empecilhos logisticos, outro complicador é que os modelos de
determinacdo de idade (gerados em campo ou no laboratorio) s6 podem ter a sua
acuracia ratificados se existirem individuos de idade conhecida na amostragem, ou
externos a esta, para validacdo dos resultados (TUCKER, 1997; SNOVER & HOHN,
2004).

Modelos de determinacdo da idade em vertebrados amazonicos, com individuos
de idade conhecida, sdo raros (DA SILVEIRA et al., em preparacdo). Uma
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oportunidade singular € ter animais de idade conhecida, como a modelagem da relagédo
tamanho/idade da espécie P. expansa mantidas em criadouros comerciais nos estados
amazonicos, e em Goias (ANDRADE, 2004).

A osteocronologia consiste em determinar a idade do individuo em funcdo dos
anéis de crescimento presentes nos 0ssos (CASTANET, 1994). Alguns estudos com
osteocronologia comprovam que os aneis de crescimento sdo anuais (CASTANET et.
al.,1990). Em répteis, a formacédo Ossea € laminar, ndo ocorre remodelacdo ontogénica
expressiva nas camadas ja depositadas, sendo possivel a contagem destes anéis
adequada para representar a idade dos individuos (CHINSAMY & DODSON, 1995).

Os anéis de crescimento sdo mais evidentes nos 0ssos longos (Umero, fémur,
tibia e fibula), pois sofrem calcificacdo mais intensa (BOTHA & CHINSAMY, 2000).
A osteocronologia foi usada em diversos estudos para atribuir idade em tartarugas
marinhas, baseadas em marcas do crescimento no umero (ZUG et al., 1986; ZUG et al.,
2000).

1.3 Criadouros

O Governo Federal estimulou, fomentou e promoveu, desde 1993, 0 manejo
comercial de P. expansa. A modalidade de manejo oficialmente adotada é conhecida
como ranching (VERDADE, 2004), que no caso brasileiro foi implementado mediante
a protecdo ostensiva das praias de desova (tabuleiros) para posterior doacdo dos filhotes

recém-eclodidos para produtores particulares, devidamente autorizados pelo IBAMA.

No Estado do Amazonas, a grande fonte de filhotes foi a Reserva Bioldgica do
Abufari, um dos tipos de unidade de conservagdo mais restritivas no Brasil, segundo o
Sistema Nacional de Unidades de Conservagdo - SNUC (Lei 9.985 de 18/julho/2000).
Os objetivos deste programa s@o nobres, de interesse publico, e buscam a seguranga
alimentar dos cidaddos e a conservacdo da espécie (Portaria IBAMA 142/92;
ANDRADE, 2004).

Em 2003, estimou-se que somente no Estado do Amazonas deveriam existir
400.000 cabecas de P. expansa, distribuidas no plantel de 69 criadouros comerciais
(ANDRADE, 2004). O potencial de estudos biologicos com estas populacfes cativas é
singular no mundo, podendo ser melhor explorado para subsidiar politicas publicas de

conservacao e aproveitamento econémico da P. expansa na Amazonia brasileira.



2. OBJETIVOS

2.1- Geral: Realizar estudo de osteocronologia como modelo efetivo de estimativa de
idade de P. expansa em criadouros comerciais, objetivando subsidiar outros estudos
com a espécie em populagdes cativas ou de vida livre, onde geralmente a idade dos

individuos é desconhecida.

2.2- Especificos:

1) Definir qual a porcdo e qual osso longo (fémur ou Umero) que melhor retrata a
formacdo dos anéis de crescimento (skeleton growth marks, SGMs) para a espécie

em condigdes de cativeiro;

2) Estimar a idade de machos e de fémeas por osteocronologia;

3) Validar as idades estimadas com a idade real dos individuos;

4) Relacionar o tamanho dos individuos com a idade real e 0 sexo;

5) Relacionar o nimero de SGMs com o0s anéis de crescimento formados nas escamas

epidérmicas que revestem o casco da tartaruga-da-amazonia.



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Origem, tamanho da amostra e morfometria dos queldnios.

Dezoito exemplares de P. expansa foram doados por dois criadouros comerciais
implantados nos municipios de Iranduba e Manacapuru. Os criadouros escolhidos foram
aqueles que apresentaram maior sucesso no crescimento dos filhotes, e possuem nos
seus plantéis individuos de varias idades e tamanhos. Vale destacar que a grande
maioria dos criadouros amazonenses ndo obteve sucesso no manejo para a

comercializacao.

Todos os criadouros amostrados mantém os animais em lagos escavados e/ou
formados por barragem de igarapé. Outras formas de criagdo (como a manutengdo em
tanques de fibra de vidro) ndo foram incluidas, visando diminuir a variancia do universo
amostral. Os individuos foram abatidos pela equipe técnica do projeto Bajaquel
(Licengas: SISBIO-IBAMA #11919-1; oficialmente dispensado do CEP/UFAM). O
comprimento linear da carapaca foi mensurado com paquimetro graduado em

centimetros.
3.2 Preparacdo do material.

Os 0ssos longos (fémur e imero) foram separados da musculatura, com o uso de
bisturis, no mesmo momento em que foram realizados os abates, separados em sacos de
plastico com formol 10% e etiquetados cuidadosamente para que ndo houvesse perda
dos dados.

ApOs esse processo, 0 material foi retirado do formol e lavado em agua corrente
por no minimo 24 h. Em seguida foi verificada a necessidade de uma nova raspagem
dos ossos, para que fossem retirados alguns resquicios de carne ainda contida nos

mesmo. Apoés a limpeza completa do material, este foi posto para secagem.

3.3 Osteocronologia

As etapas descritas a seguir foram desenvolvidas no Laboratério de Mamiferos
Aquaticos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), sob a supervisdo da

Dra. Vera M. da Silva.
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Cada osso foi dividido em cinco partes iguais para que fosse possivel identificar
qual area seria melhor para a contagem dos anéis de crescimento. Para padronizar o
estudo utilizaram-se somente os 0ssos do lado direito dos individuos amostrados.
Determinados o0ssos (fémur e Umeros) ndo puderam passar por essa etapa por serem
muito irregulares e ndo se adaptarem a maquina de cortes. Essas partes foram
classificadas por numero, e 0s 0ssos etiquetados: seccédo I, seccdo Il, seccdo I, seccdo
IV, seccdo V (Fig. 4).

Devido a dificuldade ocasionada pelo tamanho de alguns individuos, 0s 0ss0s
foram fragmentados primeiramente com uma serra manual, para que em seguida fossem
cortados com 0 uso de uma maquina artesanal que possui uma serra diamantada para
gue ndo ocorram ranhuras nos 0ssos, usando seccdes transversais de 0,6-0,8mm (ZUG
& BALAZS, 2000).

A seguir, os 0ssos longos foram desmineralizados com RDO e cortados em
microtomo de congelacdo, na espessura de 19 a 20 micrémetros. Os cortes foram
imersos em Borato de Sodio a 1% e corados com Hematoxilina de Harris, para melhor
visualizacdo da formacdo dos anéis. Apds a coloracao, os cortes foram banhados com
Glicerina para completa desidratacdo, seguido pela montagem em lamina e laminula, e

selados com Entellan.

No geral, os anéis/linhas de crescimento (skeleton growth marks, SGMs) sdo
reconhecidos como uma faixa mais clara e larga, seguida por uma faixa mais estreita e
escura (ERIMIS et al., 2002).

A contagem das SGMs foram feitas com microscopio estereomicroscopio. As
estruturas dsseas e as técnicas foram descritas e aplicadas em muitos estudos com
salamandras, anuros, crocodilianos, queldnios e serpentes (GIBBONS, 1976; HUTTON,
1987; BOTHA & CHINSAMY, 2000; ERIMIS et al., 2002).

Para a analise foram realizadas duas contagens das laminas, para cada individuo
amostrado. Por ser um o0sso com forma irregular dificulta a contagem de aneis de
crescimento, sendo assim, alguns cortes precisaram ser fotografados para que néo

houvesse duvidas na contagem dos anéis de crescimento.
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4. RESULTADOS

Consegui processar somente nove dos 18 exemplares de tartaruga-da-amazonia
(Podocnemis expansa) previstos no projeto original. Isto ocorreu em funcdo de vérias
intercorréncias, incluindo problemas de mal funcionamento de alguns equipamentos
essenciais para o desenvolvimento do estudo, e a necessidade inesperada de refinar a
técnica histologica de coloracdo; além da minha parca habilidade de identificar nas

laminas finalizadas os anéis de crescimento 0sseo.

A selecdo do osso longo (fémur ou Umero) mais adequado para a
osteocronologia da espécie-alvo foi decidida mediante analise macroscopica das
estruturas 6sseas, levando em consideracdo o tamanho, o formato mais regular e a
melhor adaptacdo da peca anatbmica a maquina de corte 6sseo. Apos esta avaliacdo
prévia, considerei o Umero como sendo 0 melhor 0sso a ser estudado histologicamente

para os objetivos deste estudo.

O Umero direito de oito exemplares de P. expansa foi submetido a todas as
etapas do procedimento padrdo, incluindo a remocdo dos tecidos moles, cortes em
seccOes menores, desmineraliza¢do, corte com micrétomo, coloragdo e preparacdo das
laminas. Ndo houve tempo habil para a finalizacdo deste protocolo em um dos

individuos, o qual sera processado no préximo més.

A melhor regido do Umero para contagem dos anéis de crescimento nas laminas
histoldgicas foi na altura do corte Il (Fig. 3), pois as demais regides continham 0sso
esponjoso em abundancia, dificultando a visualizacdo dos anéis de crescimento. A
regido escolhida corresponde ao centro da diafise do Umero, caracterizada por uma
composicdo 0ssea mais densa, com mais material calcificado e também onde o canal
medular € de menor calibre, apresentando uma deposi¢do 0ssea mais acurada dos anéis

de crescimento (Fig. 3).
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Fig. 3. - Cortes transversais (I a V) em diferentes regides do umero direito de P.
expansa, realizados para a preparacdo de lamina histologica para a contagem em
microscopio optico dos anéis de crescimento 6sseo. A seccgdo Il corresponde ao centro
da diéfise e a escolhida para a contagem dos anéis de crescimento 0sseo.

Adequacao de protocolo. -Este estudo foi o primeiro esforco de osteocronologia em P.
expansa e, dessa forma, ainda ndo se havia estabelecido o tipo de corante e de tempo de
imersdo mais adequados para a visualizacdo dos anéis de crescimento 6sseo na espécie-
alvo. Sendo assim, inicialmente utilizei a hematoxilina de Mayer como corante, o qual
geralmente é adequado para osteocronologia em mamiferos aquéaticos. No entanto, este
reagente ndo corou satisfatoriamente o tecido 6sseo e dessa forma néo possibilitou uma

visualiza¢do adequada dos anéis de crescimento.

A concentracdo e o tempo de imersdo dos cortes preparados com cada um dos
corantes (hematoxilina de Mayer e de Harris) também precisaram ser testados por varias
vezes, até encontrar um protocolo onde fosse possivel a melhor visualizagdo dos anéis
de crescimento dsseo. Os tempos de imersdo foram de 2, 5, 8, 10 e 15 minutos. As
baterias de concentracdo de glicerina testadas foram as seguintes: 50% e 100%; 50%,
75% e 100% e 25%, 50%, 75% e 100%; sendo que o tempo de permanéncia do material
em cada concentracdo foi de 10 minutos.

Apos as diversas combinacOes possiveis, constatei que o melhor protocolo seria
0 de 15 minutos de imersdo em hematoxilina de Harris, seguido de bateria de glicerina

com concentragdes de 50%, 75% e 100%.

13



Adequacdo de protocolo. - realizei varias contagens dos anéis de crescimento de um

mesmo corte para obter um padrdo de contagem dos anéis, inclusive com o uso de

microfotografia dos cortes, minimizando as chances de erros nas contagens (Tabela 1).

Tabela 1: NUmero, cddigo e origem do individuo, estagio de processamento histoldgico,

comprimento linear da carapaca (CC, em centimetros), nimero de cortes do Umero

preparados em ldmina, nimero de contagens (Cont.) de linhas crescimento por corte.

Num. Coédigo Criador  Estagio CC N° Cont.
1 8410 1 Finalizado 28,6 8 5
2 8411 1 Finalizado 37,6 8 4
3 8412 1 Finalizado 33,9 8
4 8413 1 Finalizado 348 12 6
5 8414 1 Finalizado 325 10 5
6 8415 1 Finalizado 40,9 8 6
7 8417 2 Finalizado 46,0 10 4
8 1218470 2 Finalizado 613 5 6
9 1218472 2 Emprocesso 39 - -

Um exemplo de como o anel de crescimento 0sseo se apresenta apos 0

tratamento histoldgico pode ser visualizado na Figura 4.
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Fig. 4.- Corte histologico no centro da diafise do Umero de individuo de P. expansa
(#PE8417). Cada anel de crescimento (destacado pelo colchete) é composto por uma
faixa mais larga, seguida de uma faixa mais estreita e visivelmente mais escura. O

enddsteo representa a regido mais interna do 0sso.

O ndmero de anéis de crescimento dsseo tendeu a aumentar com o tamanho da
P. expansa de ambos os sexos. No entanto, esta relagdo ndo foi muito clara,
principalmente em funcdo do tamanho amostral pequeno e da variacdo relativamente
alta do nimero de anéis em individuos de tamanhos similares (Fig. 5). O numero
pequeno de anéis de crescimento no maior individuo amostrado indicou uma possivel
sobreposicao dos anéis de crescimento mais iniciais, limitando a eficacia da técnica para

estimar a idade dos individuos P. expansa mais velhos.
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NUmero maximo
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Comprimento da carapaca (m)

Fig. 5: NOmero maximo de anéis de crescimento presentes no centro da diafise do
umero em relacdo ao comprimento da carapaca de oito individuos de P. expansa.

Circulo representa macho e estrela fémea.

Os objetivos 3 e 4 foram nado alcancados devido ao fato dos criadouros comerciais ndo
terem conseguido estimar a idade de seus quel6nios como originalmente imaginamos
durante a elaboracédo do projeto. O objetivo 5 ndo foi realizado em funcdo da falta de
tempo habil para tal, uma vez que grande parte do meu esforco de trabalho concentrou-

se na adequacéo da técnica histoldgica de osteocronologia.
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5. DISCUSSAO

A constatacdo de que a estrutura de formacao 6ssea do Umero € adequada para a
visualizacdo dos anéis de crescimento, corrobora com o encontrado por outros autores
que utilizaram este 0sso longo em estudos de osteocronologia com Caretta caretta, uma
espécie de queldnio marinho (ZUG, et al, 1986; PARHAM & ZUG, 1997). No entanto,
a parte do umero mais indicada para o corte em P. expansa é mais distal do que a
sugerida para as espécies marinhas (Lepidochelys kempii, Caretta caretta) (ZUG, et al
1986, PARHAM & ZUG, 1997), muito em fungdo da morfologia e da anatomia dispare
dos membros destes grupos (ORR, 1986). A adequacéo do protocolo desenvolvida neste
projeto para a analise osteocronoldgica desta espécie podera ser Util para outros autores

estudando P. expansa em criadouros comerciais ou em vida livre.

Os individuos de P. expansa que crescem nos criadouros comerciais ndo sofrem
o efeito do pulso de inundacédo que as populagdes de vida livre estdo anualmente sujeitas
nos seus ambientes naturais (SIOLI, 1984). Mesmo assim, 0s oito espécimes
histologicamente analisados apresentaram anéis de crescimento regulares. No entanto,
ndo foi possivel interpretar que variacdo sazonal (ou ndo) esses anéis representam.
Existe a possibilidade dos ciclos de crescimento mais rapido ou mais lento registrado no
Umero da P. expansa em cativeiro seja em resposta as variacBes sazonais da

precipitacdo, podendo este topico ser objeto de estudo posterior a este.

Devido ao nimero pequeno de individuos amostrados, ndo foi possivel analisar
estatisticamente a relacdo entre o nimero de anéis de crescimento e a idade dos
individuos. Porém, a constatacdo de que quanto maior o tamanho do individuo maior foi
0 nimero de anéis presentes nos 0ssos, e também a possivel sobreposicdo dos anéis de
crescimento mais antigos evidenciou que a técnica foi satisfatoriamente empregada,
uma vez que estes resultados eram biologicamente esperados. Este estudo evidenciou
que esta técnica tende a subestimar a idade das fémeas de comprimento da carapaca >
61,3 cm. Este fato torna-se um obstaculo aos estudos de determinacdo de idade em
especies de vida longa, como a P. expansa, e dessa forma os anéis de crescimento nédo

ficam totalmente preservados nas estruturas 0sseas em individuos de idade avangada.

Muitos autores concluiram (ou assumiram) que cada anel de crescimento 6sseo
equivale a um ano de vida em varias espécies de mamiferos (KLEVEZAL, 1996),
anfibios e répteis (ZUG & RAND, 1987, CHINSAMY et. al. 1995). No entanto, em
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individuos de P. expansa mantidos em cativeiro essa relagdo ndo foi evidente. Outros
estudos a serem realizados com populagdes naturais de tartaruga-da-amazonia poderéo
registrar anéis de crescimento em seus 0ssos longos em funcdo do pulso de inundacao
que grandemente afeta a ecologia deste grande quel6nio de agua doce da América do

Sul (VOGT, 2008).
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Endoésteo

Endoésteo

Apéndice-

Imagens de corte histolégico do imero de Podocnemis expansa visualizadas em microscopio optico.
Figura A individuo 8410, B individuo 8411, C individuo 8412, D individuo 8413.
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Endoésteo

Laminas histolégicas do imero de Podocnemis expansa visualizadas em microscopio 6ptico. Figura E
individuo 8414, F individuo 8415.
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Cortes histol6gicos e m tmero de p visualizadas em lupa (figura G) e microscépio 6ptico (figura H) do
individuo 8117.

24



-

Endésteb

Lamina histologica do imero direito do individuo 1218470.
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