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RESUMO

Dentre as sete espécies de tartarugas marinhas existentes no globo, a
tartaruga-verde Chelonia mydas, € a Unica considerada herbivora em sua fase
adulta. Chelonia mydas apresenta mudancas no seu héabito alimentar ao longo
da vida, utilizando primeiramente o ambiente pelagico onde tem uma dieta
onivora e, posteriormente, se alimenta em ambiente neritico, em habitats
bentdnicos. Na costa do sul do Brasil, a espécie é avistada ao longo do litoral
bem como em regides de lagunas, onde sua alimentacdo foi caracterizada
como onivora e oportunista e com variacado temporal através de analises do
contetdo gastrointestinal. O presente estudo analisou os valores de isGtopos
estaveis de 5C e 8N na pele e misculo de juvenis de C. mydas, visando
avaliar a importancia das macroalgas e fanerégamas marinhas na ecologia
alimentar destes animais. Os valores de 5°C e 5'°N da pele e misculo de 48
animais encontrados encalhados na costa sul do Rio Grande do Sul (31°21’S a
33°45’S) entre maio de 2013 e julho de 2014, foram obtidos por meio de
espectrometria de massas de razédo isotdépica. Uma subamostra de tecidos de
15 individuos foi utilizada para verificar a necessidade de extrair os lipideos
nestas amostras através do uso do solvente cloroférmio-metanol. A
contribuicdo isotépica dos diferentes itens alimentares para a dieta de C.
mydas foi calculada através de modelos de mistura isotopicos Bayesianos. Os
modelos foram desenvolvidos para dois periodos do ano: quente e frio. Os
resultados sugeriram que ha a necessidade da extracdo de lipidios apenas no

musculo, uma vez que os valores de 5'C foram modificados significativamente
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apos a extracdo. Atraves do teste t de Student e teste U de Mann Whitney, os
valores de 5'3C e 5'°N foram comparados entre os periodos quente e frio. O
comprimento curvilineo da carapaca (CCC) dos individuos various de 30 a 50
cm, sendo considerados juvenis. O teste ndo paramétrico foi aplicado somente
para 8**C de pele. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada, exceto para
os valores de 8N da pele que foram mais elevados no periodo frio. Todos os
modelos de mistura desenvolvidos indicaram uma maior contribuicdo das algas
vermelhas na dieta de C. mydas, em relacdo aos outros itens alimentares (i.e.
algas verdes, gastropodes e cnidarios). Assim, as pradarias de macroalgas da
regido sdo um recurso alimentar importante para os juvenis de C. mydas na
regido do presente estudo, devido a assimilacdo observada desse grupo
alimentar em detrimento dos itens animais. Entretanto, estudos a longo prazo
com analises de tratos gastrointestinais em conjunto com AIE sdo necessarios
para o melhor entendimento da ecologia alimentar e as assimilacfes na dieta

de Chelonia mydas do sul do Brasil.

Palavras-chave: tartaruga-verde, ecologia alimentar, contetudo

gastrointestinal, isétopos estaveis.
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ABSTRACT

Among the seven species of sea turtles in the world, the green sea turtle,
Chelonia mydas, is the only one considered herbivorous on adult stage. C.
mydas demonstrates ontogenetic changes in its foraging habits, first using the
pelagic environment where it has an omnivorous diet, and subsequently feeding
in neritic environment/benthic habitats. In the southernmost Brazilian coast, the
species is sighted along the coast, as well as, on lagoon areas, where its
feeding habits were characterized as omnivorous and opportunistic with
temporal variation through analysis of gastrointestinal contents. This study
analyzed the 3*C and 5'°N stable isotope values on skin and muscle C. mydas
juveniles, in order to evaluate the importance of macroalgae and seagrasses on
the feeding ecology of these animals. The 5*C and &™N values of skin and
muscle of 48 animals found stranded on the south coast of Rio Grande do Sul
(31 ° 21'S 33 ° 45'S) between May 2013 and July 2014, were obtained through
isotope ratio mass spectrometry. A subsample of 15 individual’s skin and
muscle samples was used to verify the need of lipid extraction in these tissues.
The isotopic contribution of different food items for the C. mydas diet was
calculated based on Bayesian isotopic mixture models. The models were
developed for two seasons: warm and cold. The results suggested that there ia
a need of extracting lipids only in muscle tissue, since &C values were
significantly changed after extraction. Through the Student t test and Mann
Whitney U test, the values of 3'*C and "N were compared between warm and

cold periods. The Curved Carapace Length (CCL) of the individuals ranged
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from 30 to 50 cm, being considered juveniles. The nonparametric test was
applied only for 83C skin. No significant difference was found, except for the
5"°N skin values were higher in the cold period. All mixing models developed
indicated a greater contribution of red algae to C. mydas diet in comparison to
other food items (i.e. green algae, gastropods and cnidarians). Thus,
macroalgae of the region is an important food resource for the C. mydas
juvenile in the present study area, due to assimilation observed for this group.
However, long-term studies with analysis of gunt content and stable isotope are
necessary to better understand the feeding ecology and assimilation in

Chelonia mydas diet in southern Brazil.

Keywords: Green sea turtle, feeding ecology, gastrointestinal contents,

stable isotopes.
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INTRODUCAO GERAL

As tartarugas marinhas possuem funcgdes relevantes nos ecossistemas
de regifes oceanicas e neriticas, tanto em zonas pelégicas, como demersais e
bentbnicas. Dentro da relacdo presa-predador, exercem importante
estruturacdo em comunidades bentonicas controlando a abundéncia de
populacdes de macroalgas, plantas e invertebrados (Bjorndal 1997, Lazaret al.
2010, Reisser et al. 2013). Aléem disso, podem fazer papel de substrato para
plantas e animais com seu casco, contribuindo para a dispersao desses
organismos (Frick et al. 2002). As tartarugas marinhas sdo cosmopolitas sendo
encontradas mais comumente em mares tropicais e subtropicais (Marquez
1990, Meylan & Meylan 1999).

Segundo a IUCN (2004), a tartaruga-verde (Chelonia mydas Linnaeus,
1758) é considerada em risco de extingdo, enquanto para o MMA (2014) é tida
como vulneravel na lista brasileira de espécies ameacadas em extincdo. O
motivo pelo qual as tartarugas possuem tal classificacdo é pela pressao de
diversas atividades antropicas que vem sofrendo, tais como a coleta de ovos, 0
transito de veiculos nas praias de desova, a poluicdo e principalmente,
interacdo com as artes de pesca (National Research Council 1990, Oravetz
1999).

Dentre as sete espécies de tartarugas marinhas registradas no globo, a
tartaruga-verde (C. mydas) € a Unica herbivora na fase adulta. Individuos
dessa espécie sdo migradores e frequentemente retornam para as mesmas

areas de alimentacdo nas mesmas épocas do ano, exercendo pressédo de
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pastagem sobre determinadas espécies de macroalgas (Bjorndal 1997, Reisser
et al. 2013).

Chelonia mydas apresenta mudanc¢as no seu habito alimentar ao longo
da vida (Reich et al. 2007). Entre os trés e os cinco anos de idade
(aproximadamente 20-35 cm de comprimento curvilineo de carapaca- CCC) a
espécie utiliza o ambiente pelagico, possuindo dieta onivora com tendéncia a
carnivoria (Bjorndal 1997). Pouco é conhecido sobre a dieta dessa espécie na
fase de desenvolvimento oceanico (James & Seminoff 2013). Alguns estudos
observacionais (Salmon et al. 2004), com analise gastrointestinal (Boyle &
Limpus 2008), e mais recentemente, com analise de isétopos estaveis (Reich
et al. 2007, Arthur et al. 2008) vem tentando decifrar a ecologia alimentar de C.
mydas nesta fase. Variacbes na alimentacdo de acordo com o local e
disponibilidade do alimento sdo observadas na espécie (Guebert-Bartholo et al.
2011), por exemplo, durante a fase pelagica, C. mydas podese alimentar
principalmente de macroalgas e fanerdgamas marinhas como foi observado na
Florida (Estados Unidos) (Salmon et al. 2004) ou possuir uma dieta similar a
tartaruga-cabecuda (Caretta caretta), se alimentando de animais gelatinosos,
crustaceos, plantas e insetos, como no leste da Australia (Boyle & Limpus
2008). Ap6s o recrutamento para ambientes neriticos, a tartaruga-verde
forrageia primariamente sobre organismos bentdnicos, principalmente sobre
fanerégamas marinhas e macroalgas (Bjorndal 1997, James & Seminoff 2013),
mas também podem ingerir esponjas, poliquetas, gastropodes, entre outros,
como foi observado no México através de cameras integradas (Seminoff et al.

2006). Evidéncias de seletividade na dieta em algumas regifes também
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existem, como na Australia e no Brasil (e.g. Brand-Gardner et al. 1999, Reisser
et al. 2013), com preferéncias por algas com grande quantidade energética,
proteinas e carboidratos soluveis.

A andlise do conteudo gastrointestinal oferece resultados sobre a dieta
recente (Ultimos dias ou semanas) e contribui para revelar o comportamento
alimentar e a ecologia tréfica (e.g. Bjorndal 1997). Entretanto, a identificacao
dos itens alimentares depende do grau de digestdo dos itens alimentares. O
grau de digestdo também depende do item ingerido, ou seja, itens alimentares
com facil digestdo, como animais gelatinosos, sdo dificilmente identificados,
contrario dos itens dificeis de serem digeridos, como queratina e celulose
(Dehn et al. 2007). Finalmente, nem todo o alimento ingerido é assimilado e
incorporado da mesma forma ao tecido do animal (Jepsen & Winemiller 2002).

O uso de isOtopos estaveis na reconstrucdo da dieta de animais tem
permitido avancos na caracterizacdo das relacfes troficas, na elucidacédo de
padrdes de alocacdo de recursos e no uso do habitat (Peterson & Fry 1987,
Dodge et al. 2011). Estudos envolvendo diversos aspectos da biologia e
ecologia de tartarugas marinhas tem aplicado a analise de is6topos estaveis
(AIE) com sucesso (Arthur & Malazs 2008, Lemons et al. 2011, Thomson et al.
2012, Carman et al. 2014). A metodologia foi aplicada, por exemplo, para o
melhor entendimento da fase conhecida como “anos perdidos” (Reich et al.
2007), na ecologia alimentar (Dodge et al. 2011, Cardona et al. 2009), entre
outros. Na Argentina, Carman et al. (2014) estudaram a dieta de juvenis de C.
mydas (CCC 31,3-52.,2 cm) por meio da analise de conteldos gastrointestinais

e a AIE, reportando uma dieta baseada principalmente em cnidarios. Assim,
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abordagens multiplas utilizando métodos convencionais em conjunto com
métodos como AIE oferecem uma visdo mais ampla e completa da dieta de
organismos de dificil estudo como é o caso das tartarugas marinhas, sendo
gue, dentre 0os mais utilizados estdo os isétopos de carbono (C) e nitrogénio
(N).

Os is6topos de determinado elemento possuem comportamento quimico
semelhante, porém devido ao numero diferenciado de néutrons, a massa
molecular difere (Fry 2006). Essa diferenca de massa ira refletir no
comportamento fisico do elemento, ou seja, a reatividade dos is6étopos mais
leves sera mais rapida do que a reatividade dos is6topos mais pesados devido
a forca de ligacdo ser mais fraca (Fry 2006). Essas diferencas entre o is6topo
mais leve e mais pesado levam ao fracionamento isotdpico, ou seja, o sinal
isotopico do consumidor sera enriquecido no isétopo mais pesado (e.g. *C e
>N) em relagdo a presa. Devido a esta discriminacéo isotopica, os tecidos sdo
enriquecidos de *C e N a cada nivel tréfico (Fry 2006) em torno de 0 a 1%o e
de 3 a 5%o, respectivamente (DeNiro & Epstein 1981; Peterson & Fry 1987). O
minimo fracionamento que ocorre entre niveis troficos € a razdo pela qual o
5"C é, em geral, utilizado para inferir a composicao isotpica dos produtores
que sustentam a rede tréfica (DeNiro & Epstein 1978) enquanto o 3'°N
encontrado nos consumidores €, geralmente, utilizado como indicador da
posicao tréfica que os mesmos tém na teia alimentar (DeNiro & Epstein 1981,
Minagawa & Wada 1984, Kelly 2000, Post 2002).

Nos produtores primarios, a composicéo isotépica de carbono (3*3C) varia

de acordo com a via metabdlica de fixacdo de carbono pela fotossintese,
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resultando em diferentes fracionamentos isotépicos entre plantas de via C3 e
Cs. As plantas C, sdo enriquecidas em **C em relacdo as plantas com via
fotossintética C3 (Peterson & Fry 1987). Desta forma, a variagdo na composi¢ao
dos produtores primarios (i.e. entre ambientes costeiros e oceanicos) resulta
numa variacdo nos valores de 5'°C nos diferentes componentes da rede tréfica
(Clementz et al. 2007), pois 0 ambiente costeiro € mais enriquecido devido a
presenca de detritos e plantas com ambas vias fotossintéticas, enquanto a
base da fotossintese do ambiente oceanico é o fitoplancton (Post 2002). Os
valores isot6picos de nitrogénio (5'°N) na base da rede tréfica, por outro lado,
séo influenciados, principalmente pelas taxas e vias da fixagcdo de N, além do
escoamento continental e precipitacdo (Sigman et al. 2009). Processos
antropogénicos, como liberacdo de efluentes industriais e/ou domeésticos, ricos
em compostos nitrogenados, também podem alterar os valores isotopicos de
nitrogénio, uma vez que com 0 aumento dos processos de desnitrificacao
(transformacao de nitrato a nitrogénio atmosférico N, por bactérias) ocorre 0
aumento de N no substrato (Peterson 1999, Sigman et al. 2009).

A taxa de reposicdo ou renovacao (turnover) varia entre tecidos, de forma
gue a informacédo sobre a dieta de um individuo, que pode ser obtida através
da analise de isOtopos estaveis, pode integrar periodos de tempo distintos
dependendo do tecido analisado (Phillips & Eldridge 2006). Tecidos com altas
taxas de reposicdo como o plasma, integram periodos curtos de tempo (i.e.
dias) enquanto outros como o musculo podem integrar os Ultimos meses de
alimentacao (Carman et al. 2014). Tecidos considerados inertes (i.e. dentes) ou

de baixa taxa de renovacédo (i.e. 0sso) ainda podem oferecer informagao de
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longos periodos (i.e. anos) ou até da vida toda do individuo (Best & Schell
1996, Hobson 1999, McClellan et al. 2010). A ecologia tréfica dos diferentes
estagios de vida das tartarugas marinhas, por exemplo, foi evidenciada por
meio da analise de is6topos estaveis da pele, para classes etérias diferentes
(Arthur & Malasz 2008), ou de subsequentes camadas de crescimento do
tecido 6sseo, as quais representam diferentes etapas da vida do animal (Avens
et al. 2013). Porém, a presenca de quantidades significativas de lipideos pode
influenciar os valores de 3*C uma vez que estes possuem baixas quantidades
relativas de **C em comparacdo com outros constituintes bioquimicos como

proteinas e carboidratos (DeNiro & Epstein 1977).

O LITORAL DO RIO GRANDE DO SUL COMO AREA PARA TARTARUGAS

MARINHAS

Chelonia mydas utiliza areas para alimentacdo e descanso por toda a
costa brasileira, principalmente sobre fundos vegetados (Proietti et al. 2012,
Santos et al. 2014). No Rio Grande do Sul (RS), C. mydas é avistada ao longo
de todo o litoral, concentrando-se préximo a regides estuarinas e lagunas
costeiras (Monteiro 2004). A regido é, portanto, uma importante rota migratoria
e area de alimentacdo de C. mydas durante sua fase juvenil, em transicdo para
adulto (Monteiro et al. 2005). Com base nos estudos sobre dieta das tartarugas
na regido (a partir de animais encalhados e mortos), o habito alimentar de C.

mydas é considerado onivoro e oportunista, com predominio de algas, plantas
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e invertebrados, além de uma alta variabilidade entre anos na composi¢cdo da
dieta (Pinedo et al. 1996, Bugoni et al. 2003, Barros 2007).

O litoral do Rio Grande do Sul- Brasil possui dominéancias sazonais de
massas de agua, condicionando a composi¢cdo e abundancia de espécies,
distribuicdo das comunidades, interacdes troficas e producdo biologica. A
regido sofre grande influéncia do Rio da Prata, importante fonte de nutrientes
para o Atlantico Sudoeste, e da Lagoa dos Patos (Campos et al. 2008, Pivel
2009). A plataforma continental e o litoral da regido sofrem do encontro de
massas de agua subantartica de plataforma (Sub-Antarctic Shelf Water-
SASW), da Patagbnia, com massas de aguas subtropicais de plataforma
(Subtropical Shelf Water- STSW), que sédo derivadas da Corrente do Brasil
(Piola et al. 2000).

O litoral do Rio Grande do Sul é quase retilineo, caracterizado por
extensas praias expostas e arenosas, com poucas reentrancias, baixa
declividade e uma escassez de substratos rochosos (Baptista 1974). A linha de
costa e a planicie costeira sdo interrompidas por algumas lagunas costeiras e
seus estuarios, os principais sendo o Complexo Estuarino Tramandai-
Armazém, Lagoa do Peixe, Lagoa dos Patos e Arroio Chui. A Lagoa dos Patos
é classificada como a maior lagoa do tipo “estrangulado” do mundo, onde de
conecta com o Oceano Atlantico através de um estreito canal (Kjerfve 1986). O
estuario da Lagoa dos Patos abriga pradarias temporarias de vegetacéo
aquatica submersa, dominadas pelas fanerbgamas Ruppia maritima,
Zannichellia palustris e massas de macroalgas de deriva (e.g. espécies de

Cladophora, Rhizoclonium e Ulva), de origem marinha e/ou estuarina
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(Copertino & Seeliger 2010). Cerca de 90 espécies de macroalgas bentbnicas
foram registradas no estuéario da Lagoa dos Patos, fixas nos Molhes da Barra
de Rio Grande ou formando massas flutuantes dentro da laguna (Coutinho
1982).

Costbes e recifes rochosos sao importantes locais para o crescimento
das macroalgas e, portanto, possiveis areas de a alimentacdo e descanso de
C. mydas. No Rio Grande do Sul, ha poucos substratos rochosos sendo os
costdes rochosos da praia de Torres 0 unico local com substrato natural,
situado ao norte do Estado, e representando o limite sul de ocorréncia dos
costdes rochosos no Brasil (Coutinho & Zalmon 2009). Ainda na regido norte
do Rio Grande do Sul, encontram-se os Molhes da Barra de Tramandai e Imbé
(Baptista 1974, Steigleder 2015). Ao sul do Estado estdo os Molhes da Barra
de Rio Grande e os Molhes da Barra do Chui, sendo este o limite, na divisa
com o Uruguai. Esses dois substratos artificiais representam importantes areas
para C. mydas principalmente no verdo, devido a aproximacdo de ramos
costeiros da Corrente do Brasil (Monteiro 2004). Na plataforma continental,
ainda temos a presenca do Parcel do Carpinteiro, substrato rigido localizado a
cerca de 30 km da costa de Rio Grande entre 15 e 25 m de profundidade, o
gual € um importante habitat para a colonizacdo de organismos marinhos
bentbnicos, incluindo macroalgas (Capitoli 1998).

Dentre as atividades antropicas que vulnerabilizam as tartarugas marinhas,
a atividade pesqueira é a principal (National Research Council 1990, Oravetz
1999). No litoral sul do RS, uma das principais causas de mortalidade das

tartarugas marinhas é a captura incidental por artes de pesca, como redes de
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arrasto, emalhe e espinhéis (Pinedo et al. 1996, Pinedo & Polacheck 2004).
Além disso, também h& uma alta incidéncia de encalhes de tartarugas
marinhas ao longo do litoral do Rio Grande do Sul. No litoral norte do estado,
com uma area de monitoramento de aproximadamente 270 km que
corresponde desde a barra da Lagoa do Peixe- Tavares até Torres foram
coletados 146 exemplares de C. mydas em um periodo correspondente a 12
anos (de 1994 a 2006) (Nakashima 2008). Entretanto no litoral sul, s&o
encontrados aproximadamente 200-300 individuos por ano, dentre os quais
35% a 61% correspondem a individuos juvenis de C. mydas (Gandra 2005). A
superposicao espaco-temporal de redes de pesca e de tartarugas resulta numa
alta incidéncia de capturas acidentais, sendo provavelmente o principal
problema de conservacao para C. mydas na regido (Pinedo et al. 1996, Pinedo
& Polacheck 2004). Portanto, compreender a ecologia trofica da espécie e a
importancia da regido como area de alimentacédo € fundamental para delinear

estratégias de conservacao para a espécie.

OBJETIVOS

O presente estudo objetivou investigar a ecologia tréfica de juvenis de
Chelonia mydas na regido sul do Rio Grande do Sul, entre a Lagoa do Peixe e
o Chui. A Dissertacao foi estruturada em dois capitulos. O primeiro capitulo
objetiva analisar os valores de isétopos estaveis de carbono e nitrogénio dos
tecidos de pele e de musculo, visando avaliar a importancia relativa de plantas

e macroalgas na dieta de C. mydas. O segundo capitulo objetiva avaliar o
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efeito da extracdo de lipideos sobre os valores isotépicos de carbono e
nitrogénio do muasculo e da pele de C. mydas, visando o estabelecimento de

um protocolo para os futuros estudos.
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CAPITULO 1

24



Ecologia alimentar da tartaruga-verde (Chelonia mydas) no

sul do Rio Grande do Sul, Brasil

INTRODUCAO

A tartaruga—verde, Chelonia mydas, possui ampla distribuicdo em habitats
costeiros de regifes tropicais a temperadas (Lemons et al. 2011). Individuos
dessa espécie sdo migradores e frequentemente retornam para as mesmas
areas de alimentacdo nas mesmas épocas do ano, exercendo pressédo de
pastagem sobre certas espécies de macroalgas (Bjorndal 1997, Reisser et al.
2013).

No Brasil, C. mydas utiliza areas para alimentacao e descanso ao longo da
costa, principalmente sobre fundos vegetados (Proietti et al. 2012, Reisser et
al. 2013). No Rio Grande do Sul (RS), C. mydas é avistada ao longo de toda a
costa, concentrando-se em torno de regides estuarinas, lagunas costeiras e de
substratos rochosos (Monteiro 2004).

Variacfes no padréo da alimentacdo da espécie sdo observadas de acordo
com o tamanho da carapaca e com a abundancia e disponibilidade de alimento
no ambiente (Bjorndal 1997, Arthur et al. 2009, Guebert-Bartholo et al. 2011),
embora haja evidéncias de seletividade em algumas regides (e.g. Reisser et al.
2013, Santos et al. 2015).

Nos primeiros anos, Chelonia mydas se alimenta em ambiente neritico
passando para ambiente pelagico entre os trés e cinco anos de idade

(aproximadamente 20-35 cm de comprimento curvilineo de carapaca- CCC)
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(Bjorndal 1997, Bolten 2003). Essa fase inicial ainda é pouco compreendida
devido a dificuldade de estudo, mas alguns trabalhos envolvendo técnicas
diferentes tem permitido revelar mais sobre a dieta de C. mydas no seu estagio
inicial (Salmon et al. 2004, Boyle & Limpus 2008, Reich et al. 2007). Sua
alimentacdo pode variar de restos de faner6gamas marinhas e macroalgas
flutuantes para a ingestdo de gastropodes, crustaceos e insetos (Salmon et al.
2004, Reich et al. 2007, Boyle & Limpus 2008).

Apés o recrutamento para o ambiente neritico, a dieta € primariamente de
organismos bentdnicos, como fanerégamas marinhas e macroalgas (Bjorndal
1997), como foi observado através da analise do trato na Peninsula da Baixa
California (Lopez-Mendilaharsu et al 2005, Seminoff 2002), Uruguai (Lopez-
Mendilaharsu et al 2006) e Brasil (Reisser et al. 2013). Porém também se
encontrou a presenca de conteudo animal incluindo esponjas, poliquetas,
gastrépodes (Seminoff 2002) e gelatinosos (Carman et al. 2014). Em alguns
locais, pode-se observar certo grau de seletividade, como nas ilhas Galapagos
onde a pastagem de C. mydas era predominante sobre a espécie de alga verde
Ulva lactuca (Carrién-Cortez et al. 2010) e por algas com baixo contetudo de
fiboras e alto teor de nitrogénio na Australia (Brand-Gardner et al. 1999).
Evidéncias da seletividade por certas algas também foram reportadas no Brasil,
como na llha do Arvoredo- Santa Catarina (SC), através da observacao direta e
da analise de regurgitados (Reisser et al. 2013). Nesse local, C. mydas
consome preferencialmente algas vermelhas (e.g. Pterocladiella capillacea),
possivelmente por apresentar maior valor nutricional e energético (McDermid et

al. 2007, Reisser et al. 2013). No nordeste do Brasil foi observado que os
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juvenis e adultos (CCC 31-120 cm) possuem dieta composta principalmente
por matéria vegetal e em menor proporcao por invertebrados, muitas vezes
associados a vegetacdo (Ferreira 1968, Santos et al. 2015). Também foi
observada maior ingestdao de plantas em juvenis do sudeste brasileiro, por
exemplo, estados do Espirito Santo e Sdo Paulo (Sazima & Sazima 1983,
Santos et al. 2011, Nagaoka et al. 2012). Assim como nos exemplos anteriores,
no Parand a dieta também foi predominantemente herbivora, com variacao
sazonal devido a disponibilidade das plantas (Guebert-Bartholo et al. 2011). No
litoral do Rio Grande do Sul, o habito alimentar foi caracterizado como onivoro
e oportunista (Bugoni et al. 2003, Barros 2007, Nakashima 2008) com alta
diversidade de itens, além de grande variabilidade sazonal e interanual nas
propor¢coes de matéria animal e vegetal (Barros 2007). Entretanto, poucos
estudos foram realizados com a espécie para essa regido. Dentre os trabalhos,
a analise da dieta foi realizada com o contetudo gastrointestinal, ndo utilizando
métodos que possam examinar quais itens alimentares sao importantes
nutricionalmente para a tartaruga-verde.

A analise do contetudo gastrointestinal oferece resultados sobre a dieta
ingerida nos ultimos dias ou semanas e contribui para revelar o comportamento
alimentar e a ecologia tréfica (e.g. Bugoni et al. 2003). Essas analises, porém,
podem subestimar ou superestimar a ingestdo de certas presas dependendo
da facilidade ou dificuldade da digestdo (Dehn et al. 2007). Além disso, a
identificacdo dos itens alimentares pode ser dificultada devido ao grau de

digestdo dos restos encontrados. Adicionalmente, a analise de contetdo
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estomacal nédo permite a identificacdo do alimento com importancia nutricional,
apenas oferecendo informagé&o dos itens ingeridos (Jepsen & Winemiller 2002).

A andlise de isétopos estaveis (AIE) vem complementando o uso de
técnicas convencionais em todo mundo (James & Seminoff 2013), como a
analise gastrointestinal. Na Argentina, através da combinacdo dessas duas
técnicas, encontrou-se maior propor¢cdo de matéria animal na dieta de C.
mydas, principalmente de animais gelatinosos, em comparagdo com itens de
uma alimentac&o herbivora, como macroalgas e plantas terrestres (Carman et
al. 2014). Lemons et al. (2011) revelaram que C. mydas da Baia de San Diego-
California possui dieta onivora, onde os principais itens alimentares foram
representados por invertebrados seguidos por faner6gamas marinhas. Vander
Zanden et al. (2010) demonstraram que podem haver diferencas dentro
populacdo de tartaruga-cabecuda (Caretta caretta), onde os individuos
possuem alimentacado especialista em uma mesma regiao.

Devido as diferencas dos valores isotopicos entre as fontes,
principalmente entre os produtores primarios devido a rota da fotossintese (vias
C3 e C4) (DeNiro & Epstein 1981, Peterson & Fry 1987), os valores de d™C
permitem identificar a principal fonte de recurso alimentar, bem como a origem
ambiental do alimento (DeNiro & Epstein 1981, Peterson & Fry 1987) enquanto
os valores de 5N revelam a posicdo tréfica devido ao alto fator de
enriquecimento (DeNiro & Epstein 1981, Post 2002).

Diferentes tecidos possuem assinaturas isotopicas distintas em razao de
suas taxas metabolicas e de renovacao (turnover), podendo refletir uma dieta

mais recente através de tecidos com taxas metabodlicas maiores (e.g. sangue e
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figado) ou refletir uma dieta de longo prazo (Ultimos dias até alguns meses)
guando tecidos com taxas metabdlicas menores sao analisados (e.g. tecidos
gueratinizados, cérneos e 0sseos) (Dalerum & Angerbjérn 2005, Revelles et al.
2007).

A compreensao da ecologia trofica de C. mydas e a importancia da
regido costeira e de seus recursos para a alimentacdo destes animais €
fundamental para delinear estratégias de conservacéo para a espécie. Devido
ao numero escasso de estudos realizados sobre a espécie no sul do RS, o
presente estudo se torna fundamental para o melhor entendimento da ecologia
trofica de C. mydas na regido. Dessa maneira, 0 presente estudo avaliou a
importancia relativa de plantas e macroalgas em relacdo a outros itens

alimentares na dieta de C. mydas atraves da analise de isétopos estaveis.

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo
A éarea estudada esta localizada no litoral sul do Rio Grande do Sul,
desde a Lagoa do Peixe (31°20’'S; 51°05'W) até o Arroio Chui (33°45’S;
53°22’'W) abrangendo aproximadamente 355 km de extensdo (Figura 1). A
costa € caracterizada por longas praias arenosas cortadas por lagunas
costeiras e arroios. O maior corpo d’agua da regido é a Lagoa dos Patos, a
gual é conectada com o Oceano Atlantico através de um canal estreito (Kjerfve

1986). O estuario da Lagoa dos Patos abriga pradarias temporarias de Ruppia

maritima e cerca de 40 espécies de macroalgas bentbénicas flutuantes e fixas
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nos Molhes da Barra de Rio Grande (Copertino & Seeliger 2010). Outros locais
importantes para o crescimento das macroalgas e, portanto, possiveis areas de
importdncia para a alimentacdo de C. mydas, se encontram na praia em
Torres, molhes de Tramandai e Imbé, norte do RS e os molhes da Barra do

Chui (divisa do Brasil com o Uruguai) (Baptista 1974, Steigleder 2015).

Figura 1.1. Localizacdo da area de estudo mostrando em detalhe os encalhes de
Chelonia mydas (circulos) e os locais de amostragem das macroalgas (triangulos) em
Torres (a), Molhes da Barra de Imbé, de Tramandai, de Rio Grande (c) e do Chui (d).
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Amostragens

Os exemplares de tartarugas-verdes utilizados foram animais encalhados
ao longo da regiao de estudo, encontrados entre maio de 2013 e junho de
2014. O monitoramento da praia e dos animais foi realizado quinzenalmente
pelo Nucleo de Educagéo e Monitoramento Ambiental de Rio Grande (NEMA) e
pelo Laboratério de Ecologia e Conservacdo da Megafauna Marinha
(ECOMEGA) do Instituto de Oceanografia da FURG.

De cada exemplar coletado (n=48) foi registrada a posicdo geografica por
meio de um GPS e medido o comprimento curvilineo de carapaca (CCC) de
acordo com Bolten (1999). Amostras de musculo e pele da nadadeira superior
direita (Lemons et al. 2011) foram retiradas com auxilio de bisturi e em seguida
armazenadas em sacos plasticos e congeladas até o seu processamento para
analise de isotopos estaveis. Estes tecidos foram escolhidos devido a facilidade
de coleta em exemplares mortos e que estes refletem a dieta de C. mydas em
diferentes escalas de tempo. Segundo Reich et al. (2008) a pele integraria a
dieta de aproximadamente 2-3 meses. Até o0 momento ndo existem estimativas
do tempo de integracdo para o muasculo de tartarugas-marinhas, porém em
mamiferos terrestres foi calculado um tempo de integracdo de
aproximadamente um més (Caut 2013).

Entre setembro de 2014 e marco de 2015 foram coletados exemplares de
macroalgas reportados como parte da dieta de C. mydas na regido (Pinedo et
al. 1996, Bugoni et al. 2003, Barros 2007, Nakashima 2008) nos seguintes
substratos consolidados: 1) Costdo da praia da Cal e a Laje das Furnas

(Torres), 2) Molhes da Barra de Imbé, 3) Tramandai, 4) Molhes da Barra de Rio
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Grande e 5) Molhes da Barra do Chui (Figura 1). A escolha dos locais de coleta
baseou-se na ocorréncia das macroalgas (Baptista 1974, Coutinho 1982,
Steigleder 2015).

Os exemplares de macroalgas foram coletados de forma aleat6ria, por todo
0 costdo, removidas dos substratos rochosos com o auxilio de espatulas,
armazenadas em sacos plasticos identificados, transportadas resfriadas e

congeladas até processamento e analise.

Andlises isotopicas

As amostras de pele e masculo para analise isotopica foram preparadas de
acordo com o protocolo de Revelles et al. (2007). Um teste preliminar mostrou
gue a extracao de lipideos ndo é necessaria para ambos os tecidos analisados
devido aos seus baixos teores de lipideos (C:N <3,5 Post et al. 2007). As
amostras de tecidos e das macroalgas foram limpas com agua destilada, secas
em estufa a 60°C por 48 h, homogeneizadas e maceradas com gral e pistilo até
se transformarem em um po fino. Foram retiradas aliquotas das amostras dos
tecidos, pesadas (entre 0,5 e 0,9 mg e aprox. 1mg para os tecidos das
tartarugas e as macroalgas, respectivamente) e inseridas em capsulas de
estanho (5x9 mm) para analise.

As amostras foram enviadas ao Laboratério de Is6topos Estaveis da
Washington State University (EUA) para a determinacéo dos valores de 3'3C e
5N, por meio de um espectrdbmetro de massas de raz&o isotépica de fluxo
continuo (Delta PlusXP, Thermofinnigan, EUA). A razdo (R) de dois is6topos

estaveis, um pesado e um leve (**C/*?C e ™ N/*N) foi quantificada nas
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amostras e expressa em relacdo aquela encontrada em um padrao
internacionalmente aceito, com a notacgao delta (d):
5'%C ou 8 N = ((Ramostra / Rpadrao)-1) X 1000,

onde:

X = BC ou N,

R é a raz&o *C/*?C ou ™N/*N na amostra (Ramestra) OU N0 padrao (Rpadrao)-
O padrao para o carbono é o Vienna Pee Dee Belemnite e o N, atmosférico
para o nitrogénio. A precisao analitica, com base no desvio padrao de réplicas

de padrdes internos do laboratério foi < 0,1%o, tanto para 5*3C como para 5*N.

Analise dos dados

A normalidade e a homocedasticidade dos dados isotopicos foram testados
utilizando os testes Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Os valores
isotopicos de carbono em muasculo e de nitrogénio em pele foram
transformados matematicamente utilizando-se a transformacédo Box-Cox, pois
nao seguiram uma distribuicdo normal. Para as analises envolvendo os dados
de 852C em pele, testes ndo paramétricos foram utilizados devido ao
pressuposto da normalidade néo ter sido atingido, mesmo apdés ser realizada
uma série de transformacbes. O teste Mann-Whitney foi utilizado para
comparar os valores de 52C e 3N entre mlsculo e pele. O nivel de
significancia (a) utilizado para o teste foi de 0,05.

Para verificar se existiam variacdes sazonais nos valores isotopicos, 0s
dados de 3"3C e 3"°N de pele e musculo de exemplares coletados durante os

meses quentes (e.g. setembro de 2013 a fevereiro de 2014) e frios (e.g. maio a
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agosto de 2013 e margo a junho de 2014) foram comparados por meio do teste

t de Student e do teste Mann-Whitney, no caso do 5*3C da pele.

Modelos de mistura

Para avaliar a contribuicdo das macroalgas e presas animais na dieta de C.
mydas foram construidos modelos de mistura isotopica Bayesianos através do
pacote SIAR (Stable Isotope Analysis in R) (Parnell et al. 2010) dentro do
ambiente estatistico R (R 3.0.1, R Development Core Team 2013). No total, 4
modelos foram calculados: utilizando os dados isotopicos da pele e do musculo
para as amostras coletadas nos periodos quente e frio. Os modelos séo
construidos a partir das composicdes isotopicas dos consumidores, dos valores
meédios das presas potenciais e de fatores de discriminacdo especificos,
levando em conta a variagcdo em todos estes parametros (Parnell et al. 2010,
Phillips 2012). As presas foram escolhidas de acordo com estudos prévios
baseados na analise de conteudos estomacais (Pinedo et al. 1996, Bugoni et
al. 2003, Barros 2007, Nakashima 2008). Assim, 5 grupos de presas foram
definidos: (1) algas verdes (Ulva sp., Ulva fasciata e Ulva linza); (2) algas
vermelhas (Gelidium crinalle e Gelidium floridanum); (3) moluscos (Mactra sp.,
Mytilus edulis platensis, Mesoderma mactroides, Amiantis purpurata, Collisella
subrugosa, Littorina ziczac, Olivancillaria vesica vesica e Stramonita
haemastoma); (4) aguas-vivas (Scyphozoa) e (5) anémonas (Bunodosoma sp.).
Os valores médios para os grupos (1) e (2) foram obtidos sem levar em conta o
local de coleta. O valor médio do grupo (3) foi obtido a partir de valores

publicados em Condini et al. (2014) e dados isotdpicos de Mactra sp. (A.M.
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Garcia, dados ndo publicados). Por ultimo os valores para o grupo (4 e 5) foram
obtidos de Condini et al. (2015) e L. Medeiros, dados nao publicados. Os
valores de discriminagdo isotopica entre os tecidos das presas e do predador
utilizados (Trophic Enrichment Factors ou TEFs) foram obtidos da literatura.
Assim, para as analises envolvendo os valores isotopicos em pele foram
utilizados os valores de TEF reportados por Vander Zanden et al. (2012) para
epiderme de juvenis de C. mydas (A®C = 1,87 % 0,56 %o, AN = 3,77 + 0,4 %o).
Devido aos valores deplecionados em '*C encontrados no musculo (ver
Resultados) a utilizacéo deste TEF levou a resultados pouco provaveis respeito
das fontes utilizadas. Assim, outro valor de TEF, também desenvolvido para a
espécie (Seminoff et al. 2006), foi escolhido para os modelos envolvendo os
dados deste tecido (A™*C = 0,17 % 0,03 %o, A™N = 2,8 + 0,11 %o). Os resultados
dos modelos de mistura foram apresentados como o0s intervalos de
credibilidade de 95, 75 e 50 % de cada grupo de presa para cada
tecido/estacdo. Finalmente, as matrizes de correlacdo entre as distribuicdes
posteriores de cada grupo de presa foram produzidas como uma forma de

avaliar a performance dos modelos (Inger et al. 2010).
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RESULTADOS

O comprimento curvilineo da carapaca (CCC) dos exemplares de C. mydas
variou entre 30 e 50 cm (média + DP: 38,4 + 5,5 cm). Cerca de 30 exemplares
(56 % do total) foram encontrados nas proximidades dos molhes da Barra de
Rio Grande. Um total de 41 individuos foi encontrado ao sul dos molhes (Praia
do Cassino). Apenas 7 animais foram coletados nas proximidades da Lagoa do
Peixe (Figura 1).

Valores extremos de 5°C e 5N foram identificados a través de graficos
de dispersdo e foram eliminados das analises (4 amostras de pele e 3
amostras de musculo). Os valores de dC nas amostras de pele foram
significativamente mais altos do que nas amostras de musculo (teste U de
Mann-Whitney, U = 54,0; p< 0,0001). Os valores médios de 3°N do musculo e
da pele nao tiveram diferencas significativas (teste U de Mann-Whitney, U =
914,5; p = 0,54) (Tabela 1.1, Figura 2).

Ao comparar os valores de 3'3C e 8"°N entre os periodos frio e quente ndo
foram encontradas diferencas significativas (teste U de Mann-Whitney para
5"C em pele e testes t de Student para o restante das comparacdes; p>0.05).
A Unica excecdo foram os valores de 3°N em pele que tiveram valores mais
altos no periodo frio (Teste t de Student, t = 2,18; p = 0,035) (Tabela 1.1, Figura

2).
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Tabela 1.1 Valores isotdpicos de carbono e nitrogénio do musculo e da pele de C mydas e razdo C:N dos tecidos das tartarugas-verdes

(Min: minimo; Max: maximo; M + DP: média + desvio padréo).

5"°C (%o) 5N (%o) N
M+DP Min Max M+DP Min Max
C. mydas
Mdasculo -17,6£1,1 -18,7 -12,7 10,6+1,7 7,1 15,8
Frio -17,8+0,7 -18,7 -16,2 10,6£1,5 8,4 13,5 21
Quente -17,7+0,5 -18,5 -16,1 10,3+1,5 8,1 13,6 24
Pele -15,611,1 -19,7 -12,2 10,542 4,8 13,3
Frio -15,440,6 -16,5 -14,2 11,4417 7,9 13,2 20
Quente -15,6+1,1 -18,5 -12,2 10,3£1,6 7,8 13,3 24
Clorofitas -16,2+0,8
Torres
Ulva fasciata -15+1 -16,8 -14,3 8,610,1 8,4 8,7 5
Imbé
Ulva fasciata -15,540,7 -6,3 -14,7 8,5+0,9 7,3 9,6 5
Tramandai
Ulva linza -15,940,2 -16,2 15,7 8,8+0,2 8,4 8,9 5
Rio Grande
Ulva linza -16,3+0,5 -17,1 -15,2 6,4+2,2 3,4 8,6 10
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Chui
Ulva linza
Rodéfitas
Imbé
Gelidium crinalle
Rio Grande
Gelidium floridanum
Gelidium crinalle
Moluscos®
Mactra isabelleana
Mytilus edulis platensis
Mesoderma mactroides
Collisella subrugosa
Littorina ziczac
Olivancillaria vesica vesica

Stramonita haemastoma

-16,8+0,4
-18,5+1,3

-18,8+0,9

-18,4+1,5
-18,5+1,2

-15,5+0,5
-16,9+0,7
-17,7+0,6
-14,7+0,2
-12,3+0,1
-16,05+0,52
-13,10+0,05

-17,9

-20,2

-21
-19,9

-16,1

-16,3

-17,6

-16,2
-17,2

-14,5

11,1+19

8,9+0,5

7,2+1,8
7,9+0,9

9,1+0,2
9,4+0,3
9,910
12,6+0,04
10,4+0,02
13,70+0,26
14,05+0,45

8,3

8,2

52
6,6

8,5

12,9

9,5

9.4
8,8

9,6

15

10

N N D DN N DN N
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Medusas®
Schyphozoa -16,2+1,3 -18,1 -15,3 13,940,1 13,7 14,1 4

Anémonas®
Bunodosoma sp. -11,5+0,5 10,4+0,1 2

a) Condini et al. 2014 e A. M. Garcia, dados ndo publicados; b) Condini et al. 2014 e L. Medeiros, dados ndo publucados; ¢) Condini

et al. 2014.
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Figura 1.2. Biplot dos valores isotdpicos de carbono e nitrogénio no musculo e pele de
C. mydas coletadas no sul do Rio Grande do Sul, durante os meses frios (A musculo e
o pele) e quentes (A musculo e m pele). Os valores isotopicos das potenciais presas
também séo apresentados: Cl, Clordéfitas; Rodo, Roddfitas; Mol, Moluscos; Ane,
Anémonas; Med, Medusas. Os valores médios do grupo Mol e Ane foram reportados
em Condini et al. (2015). Os simbolos representam o valor médio e as barras o desvio

padrdo dos valores de 8*3C e §"°N.

Modelos de mistura isotépica

De um modo geral, as andlises do SIAR indicaram uma contribuicdo
significativa das macroalgas para a dieta de C. mydas, particularmente de
macroalgas vermelhas. As algas vermelhas apresentaram uma contribuicdo
significativamente maior que todos os demais itens alimentares, respondendo
aproximadamente, de 53 a 74% do valor de mistura isotopica, quando
considerado clordfitas, roddéfitas, moluscos, medusas e anémonas (Tabela 1.2).
A contribuicdo das algas vermelhas ficou mais evidente para os valores

isotopicos de carbono do musculo dos animais coletados nas estacdes frias
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(73,6%), seguido pelos valores isotopicos da pele (71,8%) e musculo das
estacdes quentes (69,8%). O grupo das cloréfitas considerado no modelo
apresentou contribuicdes de 14,5% até 32,7% da dieta. O modelo de mistura
evidenciou que as macroalgas sempre estiveram presentes, ou seja, sempre
houve contribuicdo na dieta. Dentre os animais considerados, as anémonas
tiveram as maiores contribuicbes para pele das estacbes quentes (5,7%),
seguido de moluscos para pele e musculo dos meses frios (5,5 e 4,7%,
respectivamente), porém ha muitos valores nulos, mostrando que a
contribuico foi inexistente em muitos casos (Figura 3).

A matriz de correlacdo evidenciou que as distribuicbes posteriores de
roddfitas e clordfitas estavam negativamente correlacionadas em todos o0s

modelos construidos (r entre -0,84 e -0,90).
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Tabela 1.2. Composicéo da dieta modelada através do SIAR para C. mydas coletadas no sul do Rio Grande do Sul. Os modelos foram construidos
para os dados de 5C e 5'°N de pele e musculo de exemplares coletados durante os meses quentes e frios. As presas utilizadas no modelo foram
agrupadas em Clordfitas (Cl), Rodoéfitas (Rod), Moluscos (Mol), Medusas (Med) e Anémonas (Ane). Os resultados sdo mostrados como a
proporcao média (%) de cada grupo de presa na dieta com um intervalo de confianca de 95 % (ICgs).

Pele Musculo
Frio Quente Frio Quente

Presa Média ICos Média ICos Média ICos Média ICos

Cl 32,7 7,0-55,7 14,5 0-34,0 15,2 0-31.2 21,5 2,6-382
Rod 53,8 36,9-72,0 71,8 54,3 -87,5 73,6 59,9 -87,1 69,8 56,0 -84,3
Mol 5,5 0-149 5,2 0-145 4,7 0-12,5 3,7 0-10,0
Med 3,4 0-9,7 2,7 0-8,0 3,7 0-99 2,6 0-75
Ane 4,6 0-11,5 5,7 0-12,6 2,8 0-7,6 2,5 0-6,8
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Figura 1.3. Contribuicdo relativa das presas para a dieta de C. mydas do sul do Rio

Grande do Sul. A proporcdo de cada presa € apresentada como caixas mostrando os
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intervalos de confianga de 50 %, 75 % e 95 %: IC50 = cinza escuro, IC75 = cinza
médio, IC95 = cinza claro. Os resultados de quatro modelos sdo apresentados:
modelo construido a partir de dados de &"*C e 5°N em pele de individuos coletados
em meses frios (a) e quentes (b) e modelos construidos a partir de dados de 3'°C e
5"N em musculo de individuos coletados em meses frios (c) e quentes (d). As presas
utilizadas no modelo foram agrupadas em Cloréfitas (Cl), Rodoéfitas (Rod), Moluscos
(Mol), Medusas (Med) e Anemonas (Ane).

DISCUSSAO

De acordo com os resultados da analise de isotopos estaveis de carbono e
nitrogénio, a dieta assimilada de juvenis de Chelonia mydas da regido do sul do
RS, Brasil é composta principalmente por conteudo vegetal. Em comparacao
aos itens de origem animal, as macroalgas apresentaram maior contribuicdo
nutricional aos tecidos do musculo e da pele.

A comparacao entre 0s componentes isotopicos da pele e do musculo (que
refletem periodos diferentes da dieta) permitem entender melhor a ecologia
alimentar de C. mydas. Em virtude do enriquecimento trofico apresentado pelo
carbono, este elemento usualmente € utilizado para caracterizar a dieta dos
consumidores (Peterson & Fry 1987). Os valores enriquecidos de **C da pele
sugerem uma diferenca temporal no habito de forrageio dos individuos
expressa em tecidos de maior (i.e. pele) e menor (i.e. musculo) taxa de
renovacao (Hobson 2005, Reich et al. 2008, Carman et al. 2014). Assim, 0S
valores mais enriquecidos em **C refletem uma alimentacdo em ambiente
costeiro/bentbnico, enquanto valores mais empobrecidos indicariam um
forrageio em ambiente pelagico (Fry 2006). Estas diferencas também podem

ser o reflexo de uma alimentacdo baseada em produtores que possuem
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diferentes vias metabdlicas como plantas C4 vs C3 ou associadas a outros
fatores como forma de captacdo de nutrientes das macroalgas (Peterson & Fry
1987). Todavia, esses ndo sdo os unicos fatores que podem explicar as
diferencas isotdpicas de carbono entre os tecidos. Diferentes tecidos possuem
distintas propriedades fisiolégicas (rotas metabdlicas de cada tecido originam
diferentes proteinas), resultando em diferentes valores isotépicos para os dois
tecidos analisados (Cherel et al. 2014).

Tanto para o periodo frio quanto para o quente, o grupo das roddfitas foi o
gque teve maior contribuicdo para a dieta de C. mydas devido a maior
assimilacdo deste grupo nos tecidos analisados, evidenciando a importancia
desse grupo através dos modelos de mistura isotopicos desenvolvidos em
comparacdo com os itens animais. Outros estudos utilizando a analise de
contetdo gastrointestinal também observaram a preferéncia alimentar de C.
mydas por algas vermelhas (Arthur & Malazs 2008, Lopez-Mendilaharsu et al.
2006). Na regiao sul do Brasil, na llha do Arvoredo- Santa Catarina, as
roddéfitas também tiveram destaque na dieta da tartaruga-verde (Reisser et al.
2013). A importancia alimentar das algas vermelhas deve estar relacionada
com sua qualidade nutricional, em razdo dos altos valores de proteinas e
carboidratos soluveis (McDermid et al. 2007, Reisser et al. 2013). As algas de
maior importancia na dieta sdo representadas por espécies de algas vermelhas
agarofitas ou carragenodfilas (produtoras de agar ou carragena,
respectivamente). Estas substancias sao hidrocoldides, galactanos sulfatados,
presentes nas paredes celulares destas algas vermelhas e abundantes em

espécies de Gelidium, Gracilaria, Grateloupia etc (Hurd et al. 2014), sendo
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estes géneros comumente encontrados na dieta de C. mydas (Barros 2007,
Reisser et al. 2013). Na regido do Rio da Prata, Argentina, o conteiado de
organismos gelatinosos e bivalves foi importante na dieta de C. mydas de
acordo com analises isotopicas e do trato digestivo (Carman et al. 2014).
Alguns fatores podem induzir a maior ingestao da matéria animal por C. mydas
como as menores abundancias e diversidade de macroalgas (Horta et al. 2008,
Santos et al. 2015), a diminuicdo da eficiéncia da digestdo da tartaruga com a
temperatura baixa (Bjorndal 1980) e a maior facilidade de digerir animais, como
os gelatinosos, em relagéo as macroalgas (Bjorndal 1980, Carman et al. 2014).
Contudo, os animais gelatinosos possuem baixo valor nutricional (Doyle et al.
2007), enquanto que as macroalgas sdo mais nutritivas (Dermid et al. 2007,
Reisser et al. 2013). Em relacéo aos moluscos, a menor assimilacédo pode estar
relacionada a dificuldade na digestdo de presas protegidas por conchas e
outros materiais refratarios, aparecendo na analise gastrointestinal
simplesmente por néo ser digerido facilmente.

Diversos autores, baseados em estudos de contetudo gastrointestinal (e.g.
Bugoni et al. 2003, Williams et al. 2014) ou analises isotopicas (e.g. Cardona et
al. 2009, Cardona et al. 2010, Williams et al. 2014), observaram que juvenis de
C. mydas séo onivoros. Nesses animais, ha uma mistura do sinal das presas,
gue podem estar presentes em um mesmo nivel tréfico ou em niveis troficos
diferentes, porém com médias semelhantes, isso gera uma dificuldade na
separacdo das presas e menor confiabilidade nas inferéncias sobre as
contribui¢cdes. Além disso, o consumo prolongado de macroalgas pode resultar

na auséncia de variagdo no sinal isotépico em animais onivoros (Cardona et al.
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2009), resultando na grande importancia das algas vermelhas no presente
estudo.

A diversidade de macroalgas no sul do Rio Grande do Sul aumentou a
partir do século XX devido a constru¢do dos molhes na cidade de Rio Grande,
no baixo estuario da Lagoa dos Patos. Esse aumento se deu devido a
disponibilidade de um substrato consolidado para o0 assentamento e
crescimento das macroalgas (Coutinho 1982, Coutinho & Seelinger 1986,
Copertino & Seelinger 2010). Esse fato provavelmente influenciou na
alimentacdo de C. mydas devido as mudancas na disponibilidade de alimento,
aumentando o consumo de macroalgas pela espécie na regido, possuindo

consequéncias diretas na importancia da tartaruga-verde.

CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou que no sul do RS, as macroalgas sdo os
itens mais importantes da dieta de juvenis de Chelonia mydas, de acordo com
as analises is6topos estaveis em detrimento presas animais. Os resultados
obtidos através da AIE mostraram as macroalgas como item mais importante
nutricionalmente para C. mydas devido a maior assimilagcdo desse grupo em
detrimento dos itens animais. Entretanto, devido aos resultados divergentes em
comparacao aos outros trabalhos, estudos a longo prazo com andlises dos
tratos em conjunto com AIE sdo necessarios para o melhor entendimento da
ecologia alimentar e as assimilacdes na dieta de Chelonia mydas do sul do

Brasil.
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CAPITULO 2
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Efeitos da extracdo de lipideos sobre os valores de §°C e 8N

do musculo e da pele de tartarugas-verdes (Chelonia mydas)

INTRODUCAO

A anédlise de isotopes estaveis (AIE) de carbono (valores de 3'°C) e
nitrogénio (valores de 5'°N) de tecidos animais tem sido muito utilizado em
estudos de ecologia tréfica e uso do habitat em diversos taxas, inclusive da
megafauna marinha (e.g. aves marinhas, Cherel et al. 2005, tartarugas
marinhas, Arthur et al. 2008, tubarbes, Carlisle et al. 2014 e mamiferos
marinhos, Drago et al. 2015). A metodologia se baseia no principio de que a
composicao isotopica dos tecidos dos consumidores reflete a mistura da
conposicdo isotopica presente nos diferentes itens consumidos na dieta
(DeNiro & Epstein 1978, 1981). Os valores de 3N values sofre um aumento
significativo com a elevacdo dos niveis tréficos (DeNiro & Epstein 1981,
Minagawa & Wada 1984) e consequentemente, sdo comumento utilizados
como indicadores da posicao trofica do consumidor (Postt 2002, McCutchan et
al. 2003, Vanderklift & Ponsard 2003). Por outro lado, os valores de 3'3C
variam pouco ao longo da cadeia alimentar e normalmente séo utilizados pra
inferir as fontes primarias na cadeia tréfica (McCutchan et al. 2003).

Nos ultimos anos, varios estudos utilizando AIE tem abordado a questédo
dos efeitos dos lipidios sobre a composicéo isotopica de carbono nos tecidos
(e.g. Bodin et al. 2007, Kojadinovic et al. 2008, Hussey et al. 2012). Devido as

diferencas nas vias bioquimicas durante a sintese, os lipidios sdo conhecidos
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por serem empobrecidos em *3C e relagéo a outros componentes importantes
(DeNiro & Epstein 1977). As diferentes rotas das proteinas e lipidios (Martinez
del Rio et al. 2009) devem provocar um viés na reconstrucdo da dieta baseada
a AIE dos tecidos com uma quantidade significativa de lipidios (Ricca et al.
2007). Portanto, os lipidios sdo geralmente removidos dos tecidos através da
extragdo quimica ou por correcbes matematicas por meio de equacdes
especificas para espécies e tecidos (e.g. Kelly 2000, Phillips & Gregg 2001,
Logan et al. 2008). A extracdo quimica de lipidios é geralmente eficaz,
resultando em valores isotépicos de carbon que podem ser considerados livres
da influéncia dessas biomoléculas (Post et al. 2007, Logan et al. 2008,
Medeiros et al. 2015), resultando no aumento dos valores de 5'*C comparados
as amostras sem extracdo. No entanto, muitos estudos tem reportado que
alteracdes inesperadas nos valores de 3°N ap6s a extracdo (Sotiropoulos et al.
2004, Ricca et al. 2007, Logan et al. 2008), onde de acredita que pode ser
consequencia da perda de proteinas associadas com estruturas lipidicas, como
as membranas lipoproteicas (Sweeting et al. 2006). Entretanto, € importante
testar os efeitos dessa remocdo em nos valores de 3'3C ed'°N antes de utilizar
a AlE para abordar questdes sobre a ecologia trofica de organismos.

Devido a alta correlacéo entre os valores da razdo de carbono e nitrogénio
(C:N) e a porcentagem de lipidios, a prépria razdo C:N tem sito usada como
indicador do teor de lipidio para diversos tecidos e organismos (e.g. Post et al.
2007). Por esse motivo, amostras cm valores de C:N > 3,5 sédo consideradas
com alto teor de lipidios (Post et al. 2007), indicando a necessidade da

extracdo quimica ou a utilizagdo de equacdes de normalizagdo (Sweeting et al.
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2006, Post et al. 2007). Todavia, alguns estudos nao encontraram suporte para
a relacdo entre C:N e a porcentagem de lipidios em organismos como peixe
(Fagan et al. 2011), mamiferos marinhos (Wilson et al. 2013, Yurkowski et al.
2015), tartarugas marinhas (Medeiros et al. 2015) e invertebrados (Kiljunen et
al. 2006). Portanto, a necessidade da extracdo deve ser testada antes de
considerar os tecidos livres da influencia da interferéncia pelos lipidios, mesmo
para tecidos com razdo C:N < 3,5 (Fagan et al. 2011, Yurkowski et al. 2015).
Diversos estudos envolvendo astectos da biologia e ecologia das
tartarugas marinhas tem aplicado a AIE com sucesso (Arthur et al. 2008,
Lemons et al. 2011, Thomson et al. 2012, Carman et al. 2014). Em muitos
desses estudos, a extracao lipidica dos tecidos das tartarugas marinhas tem
sido utilizados como protocolo padrdo, muitas vezes sem testar a eficiéncia da
extracdo e a interferéncia no valores de 8N (Revelles et al. 2007, Cardona et
al. 2009). Considerando que a metodologia utilizada na proparacdo das
amostras pode influenciar nos resultados e, consequentemente, na
interpretacdo dos dados isotopicos, este estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da extracdo de lipidios nos valores isotopicos de carbono e nitrogénio
nos tecidos de pele e de musculo em juvenis de tartatugas-verdes (Chelonia

mydas).
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MATERIAL E METODOS

Coleta e preparagcao das amostras

Os exemplares de tartarugas-verdes (n=15) utilizados foram animais
encalhados ao longo da costa do sul do Rio Grande do Sul, Brasil, coletados
entre a Lagoa do Peixe (31°20’S; 51°05'W) e o Arroio Chui (33°45’S; 53°22'W),
de maio de 2013 a junho de 2014. Para cada exemplar, foi medido o
cumprimento curvilineo da carapaca (CCC) desde a nuca até a placa posterior
da carapaca utilizando uma fita métrica (Bolten 1999). Amostras de pele e
musculo foram coletadas da nadadeira superior direita (Revelles et al. 2007) e
em seguida armazenadas em sacos plasticos identificados, transportadas e
armazenadas congeladas a -20°C. O monitoramento da praia e dos animais foi
realizado quinzenalmente pelo Nucleo de Monitoramento e Educacao
Ambiental de Rio Grande (NEMA) e pelo Laboratério de Ecologia e
Conservacao da Megafauna Marinha (ECOMEGA) do Instituto de Oceanografia
da FURG.

Em laboratério, as amostras foram descongeladas, lavadas com agua
destilada e secas em estufa a 60°C por 24 horas. Cada amostra de tecido (15
de pele e 15 de masculo) foi subdividida em duas, e submetidas a dois
tratamentos: com e sem extracao de lipidios.

Em um primeiro momento, as amostras que foram submetidas a extracao
de lipidios foram colocadas em envelopes de papel filtro. A extracdo foi
realizada utilizando uma solucdo 2:1 de cloroférmio/metanol em um Soxhlet

realizando dois ciclos de lavagens de 8 horas cada um (Folch 1957, Revelles et
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al. 2007). Em um segundo processo, as amostras foram lavadas com agua
destilada e secas em estufa a 60°C por 48 horas.

Todas as amostras (com e sem extracdo) foram maceradas com gral e
pistilo até se transformarem em um pé fino, pesadas (entre 0,5 e 0,9 mg) e
armazenadas em capsulas de estanho de 5x9 mm. As amostras sem extracao
passaram apenas pelo segundo processo descrito para as subamostras com
extracdo de lipidio.

As amostras foram enviadas ao Laboratorio de IsOtopos Estaveis de
Washington State University(EUA) para a determinacéo dos valores de 3°C e
5™N, por meio de um espectrdmetro de massas de raz&o isotdpica de fluxo
continuo (Delta PlusXP, Thermofinnigan, EUA). A razdo (R) de dois isotopos
estaveis, um pesado e um leve (**C/**C e N/**N) foi quantificada nas
amostras e expressa em relacdo aquela encontrada em um padréo
internacionalmente aceito, com a notacao delta (d):

5"C ou 8 N = ((Ramostra / Rpadrao)-1) x 1000,

onde:

X = *C ou N e R é a razéo *C/*?C ou N/**N na amostra (Ramestra) OU NO
padrdo (Rpadrao). O padrédo para o carbono € o Vienna Pee Dee Belemnite e o
N, atmosférico para o nitrogénio. A precisdo analitica, com base no desvio
padrdo de réplicas de padrbes internos do laboratério foi < 0,1%0, tanto para

5"C como para 3*°N.
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Andlise estatistica

Os pressupostos de normalidade e homocedasticidade dos dados foram
verificados usando-se os testes Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Para
testar se houve diferenca significativa nos valores de 3*C, 8*°N e a raz&o C:N
entre as amostras do mesmo tecido, com e sem extracdo de lipidio, os dados
foram analisados através do teste t pareado, como nivel de significancia (a) de
0,05. Modelos de regressao linear simples foram utilizados para testar a
relacdo entre A13C (diferenca entre valores de 5*3C das amostras com e sem
extracdo) e a razdo C:N das amostras controle para musculo e pele. Todas as
analises foram realizadas no ambiente estatistico R versdo 3.1.3 (R

Development Team 2013).

RESULTADOS

O CCC das tartarugas-verdes analisadas variaram entre 35 a 47 cm (média
+ DP: 34,7 + 20,9 cm). Os valores de 3"*C no musculo foram significativamente
maiores nas amostras controles do que nas com extracdo de lipidio (teste t
pareado, t = 6,2, p < 0,0001). As diferencas da média de dC entre as
amostras controle e com extracéo lipidica (A13C) foi de 0,51%.. Entretanto, essa
diferenca ocorreu devido a trés amostras que mostraram um aumento de
>0,5%. ap0s a extracdo de lipidio, enquanto o restante obteve alteragbes
menores (i.e. A13C < 0,5%0) (Figura 1). As amostras de pele ndo mostraram
diferengas entre os tratamentos (teste t pareado, t = 0,88, p= 0,39), com A13C

de 0,09%o (Figura 1, Tabela 1). Nenhuma regressao entre a razdo C:N das
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amostras controle e A13C para o musculo e para a pele foram significantes (R1
= 0,06, p = 0,38; R2 = 0,05, p=0,40, para musculo e pele, respectivamente).

A extragao de lipideos nao possuiu efeito significativo nos valores de 815N
de ambos os tecidos (teste t pareado, t=1,7; p = 0,11 e, t= 1,05; p = 0,31 para
musculo e pele, respectivamente) (Tabela 1). A diferenca média entre os
valores de 615N das amostras controle e com tratamento (A15N) foi 0,38%. e
0,16%o para musculo e pele, respectivamente. A extracao de lipidios modificou
significativamente os valores da razdo C:N para as amostras de muasculo (teste
t pareado, t = 3,46, p < 0,05) mas nado houve alteracédo para os valores de C:N

para a pele (teste t pareado, t = 2,09, p = 0,05) (Tabela 1).
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Tabela 2.1. Valores isotopicos de carbono (5**C em %o) e nitrogénio (5*°N em %o) e razdo C:N de musculo e pele das tartarugas-verdes,

Chelonia mydas. Séo indicados a média = DP e valores minimos e maximos para as amostras controle (sem extracéo lipidica) e com

extracdo de lipidios.

Tratamento 013C (%o) 015N (%) C:N
MédiazDP Min Max MédiazDP Min Max MédiazDP Min  Max
Com extracao
Musculo -17,2 +0,9 -18,4 -15,5 11,7+1,2 9,2 14,3 3,1+0,1 2,7 3,2
Pele -15,2+0,6 -16,2 -14,4 12,0+0,9 10,3 13,6 2,8+0,1 2,6 3,0
Controle
Musculo -17,7+0,8 -18,7 -16,2 11,3+¥1,4 8,4 13,5 3,2+0,1 3,2 3,5
Pele -15,3+ 0,6 -16,1 -14,2 11,9+1,1 9,4 13,2 2,9+0,1 2,8 3,2
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Figura 2.1. Relacdo entre a diferenca entre os valores isotopicos de carbono (A™C)
das amostras controle e com extracdo de lipidios para a pele (circulos abertos) e

musculo (circulos pretos) e a razdo C:N das amostras controle.
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DISCUSSAO

No presente trabalho, a extracdo de lipidios com a solucdo cloroférmio-
metanol (2:1) ndo causou enriquecimento nos valores de &"C na pele de
juvenis de tartaruga-verde. Por outro lado, um pequeno, mas significativo
aumento de aproximadamente 0,5%o foi encontrado entre as amostras com e
sem extracdo de lipidios de musculo. Embora a extracdo de lipidios tenha
reduzido significativamente a razdo C:N de musculo, nenhum relacao foi
encontrada entre os valores de A'C e C:N das amostras controle.

A diferenca entre os valores isotopicos dos consumidores e das presas,
chamado de fator de discriminacéo isotopica (Martinez del Rio et al. 2009), é
geralmente de ~1%o para valores de &*3C no musculo (DeNiro & Epstein 1978,
Tieszen et al. 1983, Hobson et al. 1996, Roth & Hobson 2015). Dessa forma, a
diferenca de ~0,5%. nos valores de &™C encontrados no presente trabalho
pode néo ser biologicamente significativo. No entanto, algumas amostras (ver
Figura 2.1) mostraram aumento nos valores isotopicos de carbono superior a
0,5%0 apos a extracdo de lipidios, assim, é necessaria atencdo na decisdo
sobre a necessidade de extracdo de lipidios, principalmente quando o nimero
amostral é baixo, podendo incluir alguns outliers. Lesage et al. (2010) calculou
o erro predito da contribuicdo da pesa através de modelos de mistura
bayesianos para isotopos estaveis, descobrindo que um erro de 0,5%0 devido
ao tratamento dos tecidos dos consumidores pode resultar em um consideravel
vies dependendo do grau de distincdo dos membros finais do modelo de

mistura. Assim, embora pequenos valores de AY™C foram encontrados no
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musculo de juvenis de C. mydas, recomenda-se testar o efeito da extragéo de
lipidios ao usar 53C para estimar a proporcéo da dieta através de modelos de
mistura bayesiano.

Um método amplamente utilizado para prever a necessidade de extracao
de lipidios é através da razdo C:N (e.g. e.g. Sweeting et al. 2006, Ehrich et al.
2011), onde valores > 3,5 sdo indicadores de niveis de conteudo lipidico que
podem alterar significativamente os valores dos is6topos de carbono (Post et
al. 2007). No presente estudo, embora as médias de C:N da pele e do musculo
foram < 3,5, a extracao lipidica aumentou significativamente os valores de 53C
e diminuiu a razdo C:N para o muasculo. Resultados similares foram
encontrados para Umero da tartaruga-cabecuda (Caretta caretta) onde as
amostras mostraram que a média da razdo C:N de 3,1%o. alterou para ~1,5%o
apos o tratamento da amostra com a extracdo, concluindo que os valores da
razdo C:N pode ndo ser preciso para prever o contetdo de lipidio da amostras
(Medeiros et al. 2015). Do mesmo modo, o motivo para utilizar a razdo C:N
como indicador de lipidios tem sido discutido por diversos estudos onde os
tecidos com diferentes proporcdes de lipidios mostraram uma razédo C:N similar
(Kiljunen et al. 2006, Ruiz-Cooley et al. 2011, Fagan et al. 2011, Ryan et al.
2012). Esta conclusdo também tem importancia para a maioria dos modelos de
normalizac&o dos valores de 5**C (e.g. McConnaughey & McRoy 1979, Post et
al. 2007). Portanto, € necesséario atencdo para a utlizacdo dos modelos
matematicos que utilizam a razdo C:N como parametro para calcular os valores

de 5%C livres de lipidios.
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Valores isotdpicos de nitrogénio ndo mostraram diferenca significativa apés
a extracdo lipidica. Esse resultado encontrado foi semelhante para o osso da
tartaruga-cabeguda (Medeiros et al. 2015), uma variedade de outros
consumidores aquéaticos (Ingram et al. 2007, Ricca et al. 2007). No entanto, em
outros estudos, uma alterac&o nos valores de 5N foi observada (Bodin et al.
2007, Logan et al. 2008, Lesage et al. 2010, Ruiz-Cooley et al. 2011), sendo
associada a extracdo de componentes lipoproteicos que possuem baixa
guantidade de nitrogénio e ligacao das proteinas com componentes estruturais
lipidicos polares (Bodin et al. 2007, Ruiz-Cooley et al. 2011). Devido a estes
inconsistentes efeitos da extracdo de lipidios nos valores de ®“N, é
recomendada a preparacdo separada de amostras para a analise isotdpica de
carbono e nitrogénio (e.g. Post et al. 2007, Kojadinovic et al. 2008), dobrando,
infelizmente, o tempo de processamento e o custo laboratorial. Todavia, 0s
nossos resultados mostraram que ndo a necessidade de preocupacao com 0S
efeitos indesejados sobre os valores de 8N quando sdo analisados a pele e o
musculo de tartarugas-verdes juvenis utilizando o solvente cloroférmio-metanol.

Tanto os baixos valores da razdo C:N quanto a auséncia da extracdo de
lipidios nos valores isotdpicos de carbono relatados por este estudo, mostraram
gue ndo ha a necessidade de extracdo de lipidios na pele das tartarugas-
verdes juvenis. Entretanto, esta recomendac¢éo pode nao ser valida para outras
fases do ciclo de vida de C. mydas. O conteudo de lipidio em fémeas de
tartarugas-verdes adultas durante a fase reprodutiva sofre um aumento nas
camadas subcutdneas e nos 0Orgdos para a manutencdo do metabolismo

durante a vitelogénese e cortejo (Hamann et al. 2002). Esses autores
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observaram que a concentracao de triglecerideos no plasma diminui na idade
ndo reprodutiva e aumenta no inicio da vitelogénese e cortejo. Assim, 0s
resultados aqui apresentados podem ndo ser aplicaveis para a analise de
isétopos estaveis de pele das tartarugas marinhas em outras fases de
desenvolvimento, sendo recomendaveis testes de extracdo de lipidios para

€sSses grupos.

CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que a razdo C:N de musculos de C. mydas
juvenis ndo sdo preditores acurados para o conteudo lipidico. Além disso, as
diferencas encontradas nos valores de...entre as amostras controle e com
tratamento podem ser biologicamente significativas. Por outro lado, a extracao
de lipidios para amostras de pele ndo é necessaria no caso de juvenis da
espécie, porém este procedimento precisa ser testado em outras fases de

desenvolvimento da tartaruga-verde.
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CONSIDERACOES FINAIS

Apesar da auséncia de substratos natural para o crescimento de
macroalgas, o substrato artificial molhes da barra de Rio Grande fornece
substrato para o assentamento das macroalgas e consequentemente, torna-se
um local importante para a alimentacdo de C. mydas. As algas vermelhas
tiveram grandes contribuicdes nutritivas para a dieta da espécie, como
observamos através dos resultados da analise isotdpica e do conteudo dos
tratos gastrointestinais.

Todavia, devido ao reduzido numero amostral dos tratos analisados no
presente trabalho, os resultados podem ser enviesados, levando-se em conta
trabalhos anteriores onde C. mydas foi tida como generalista. Dessa maneira,
um maior numero amostral se faz necessario para entender a ecologia
alimentar da tartaruga-verde do extremo sul do Brasil.

Em relacdo ao que foi observado através das extracdes de lipideos, esse
passo ndo se faz necessario para os dois tecidos analisados (pele e musculo)
de Chelonia mydas, ja que ndo houve alteracbes nos valores isotopicos de
carbono e de nitrogénio apdés a extracdo dos lipideos. Isso se deu,
provavelmente, devido ao baixo conteudo lipidico encontrados nesses dois
tecidos em individuos juvenis da espécie, porém a metodologia precisa ser

testada em outras fases de vida da tartaruga-verde.
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