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1 METODOLOGIA

1.1 GENETICA
111 Area de estudo e procedimentos de campo

A procura por fémeas adultas de tartaruga-cabecuda (Caretta caretta, Figura 1 A e tartaruga-de-
couro (Dermochelys coriacea, Figura 1 C) ocorreu no municipio de Linhares, norte do Espirito Santo,
uma das principais areas de desova de tartarugas do estado (Figura 2) A regido é monitorada pela
equipe da Fundacdo Pro-TAMAR que faz rondas noturnas para flagrante das fémeas e rondas
diurnas para monitoramento dos ninhos. Durante o periodo de nidificacdo nas temporadas
reprodutivas de 2018/2019 (Ano 1) e 2019/2020 (Ano 2) e 2020/2021 (Ano 3), foi monitorado um
trecho de praia préximo a foz do rio Doce, que abrangeu toda a praia de Povoacgéo a partir do km 38
(lat.-19,652033, long.-39,814616) e se estendeu por mais 13 km a norte até o km 51, inicio da praia
Monsaras (lat.-19,540880, long.-39,763120) (Figura 2). Nesse estudo também realizamos coletas
em trés areas controle, onde ndo houve exposi¢cdo a pluma principal de rejeitos, com o intuito de
observar se ocorreram diferencas entre as areas analisadas. Para a espécie C. caretta foi amostrada
a érea de reproducgéo da Praia do Forte, Mata de S&o Jo&o, BA (lat. 12,55563, long. -37,98918) para
0 Ano 1 e Arembepe para o0 Ano 2. Para o Ano 3 ndo foram realizadas coletas de Caretta caretta na
Area Controle em Arembepe no periodo correspondente, pois as atividades estavam suspensas
devido a COVID-19, no entanto, adicionamos nas analises subsequentes amostras doadas por

colaboradores externos.

Figura 1: Tartarugas marinhas monitoradas na area de estudo. (A) Caretta caretta; (B) Chelonia mydas; (C) Dermochelys

coriacea.
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Figura 2: Mapa das areas de estudo, demonstrando a distribuicdo dos pontos de coleta para as populag8es de tartarugas
marinhas (A). Detalhe para a distribuic&o dos locais de coleta em Areas Controle para: Caretta caretta de Arembepe, BA (B)
e Praia do Forte, BA (C); Chelonia mydas de Coroa Vermelha, BA (D); Detalhe para a distribuicdo dos locais de coleta em
Areas impactadas para: Caretta caretta e Dermochelys coriacea na Praia de Povoacio e Comboios, Linhares, ES e
Chelonia mydas na APA Costa Das Algas, Santa Cruz, ES (E).
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F=Final.

Relatério Anual 2021 — PMBA/Fest-RRDM 3



rede
724 F E S T plo
Fundacdo Espirito-santense de Tecnologia M‘\R
Durante as rondas noturnas, quando a equipe do TAMAR encontrava alguma fémea de C. caretta
ou D. coriacea desovando, nossa equipe era contactada para execucdo dos procedimentos
experimentais. Os animais capturados foram identificados nas nadadeiras com marcas de liga de
inconel (modelo 681C, National Band and Tag Co.), de acordo com a metodologia utilizada pela

Fundacao Pré6-TAMAR, na qual cada animal recebeu uma numeracéo Unica para que em seguida a

coleta do material biolégico fosse realizada por nossa equipe.

Como nao ha registros de desovas de C. mydas (tartaruga-verde, Figura 1 B) nessa regido, as
capturas de individuos da espécie ocorreram nas areas de alimentacdo mais préximas da foz do rio
Doce, na APA Costa das Algas, no distrito de Santa Cruz, proximo a foz do rio Piraqué-Acu, Aracruz,
ES (lat. -19,953439, long.-40,140484). Como area controle de C. mydas, foi definida a regido do
banco dos Abrolhos, no entorno da llha de Coroa Vermelha, Nova Vi¢osa, BA (lat. -17,956977, long.
-39,219050) (Figura 2), ao longo dos trés anos do monitoramento realizado pelo PMBA/Fest-RRDM.
Por estas popula¢des de C. mydas serem compostas de individuos em fase juvenil e ndo sairem da
agua durante esta fase, foram necessarios embarques para captura desses animais com rede de
espera. A equipe de coleta ficou em um barco a motor de 12 m, tendo um bote de aluminio a motor
gue foi utilizado para deslocamento do barco principal até o ponto de disposicéo da rede para revisdo
e captura das tartarugas que eventualmente ficaram emalhadas. Foi utilizada uma rede de emalhe
de 200 m de comprimento por 4 m de altura, malha de 10 cm, que era conferida a cada 30 minutos
em um periodo que variava de 6 a 8 horas de amostragem diaria. Apds a captura, as tartarugas eram
levadas para o barco principal para realizacao dos procedimentos de registro biométrico (CCC, LCC),
pesagem, identificacdo com marcas de inconel numeradas e coleta de material biol6gico. As
campanhas de captura e coleta foram realizadas ao longo destes trés anos do PMBA/Fest-RRDM

conforme descrito em Material Suplementar (Material Suplementar, AGMTS2, Quadro 1).

Para cada individuo das trés espécies capturadas em nosso estudo, foi utilizado um punch de biépsia
6mm (Figura 3 C) para coletar amostras de tecido epitelial da regido da base do pescoco e inicio do
ombro das tartarugas (Figura 3 B C). Para reduzir os riscos de contaminacdo do material coletado e
infeccdes do animal amostrado, realizamos a antissepsia do tecido do animal, antes e apos o
procedimento de coleta do material biol6gico. Foram coletados dois fragmentos de tecido de cada
animal, sendo um de cada lado da base do pesco¢o. Em alguns casos, também foram realizadas
coleta de material biolégico através de pun¢do sanguinea também da base do pesco¢o usando
seringa (25 x 7 mm) de 10 mL, conforme previsto no TR-4 e em acordo previsto nas licengas #65543-
3, #65543-7 emitidas pelo SISBIO. Posteriormente, cada amostra foi identificada, imersa
individualmente em microtubo de 1.5 ml contendo alcool absoluto e armazenados em freezer a -18
°C no LGEM-UFES (Figura 3 D).
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Figura 3: Coleta e armazenamento de amostras de tartarugas marinhas na foz do rio Doce (ES) e adjacéncias. (A) Punch de

biépsia de 6mm para coleta de tecido; (B) Procedimento de coleta de tecido com punch em fémea de Caretta caretta e (C)
em juvenil de Chelonia mydas; (D) Amostra biol6gica identificada e armazenada em tubo de 1,5 ml contendo &lcool

absoluto.

Os dados aqui apresentados referem-se aos periodos Ano 1, Ano 2 e Ano 3, salvo quando expresso
no texto em referéncia a dados pretéritos obtidos pela equipe do Laboratério de Genética e Evolucao
Molecular da UFES (LGEM-UFES) em parceria com a Fundagao Pro-TAMAR ou da literatura.

1.1.2 Procedimentos de laboratério de genética

A extracao do DNA das amostras bioldgicas dos individuos das trés espécies de tartarugas coletadas
foi obtida pelos protocolos de extracdo salina de DNA (BRUFORD et al.,1992) e CTAB 2% (DOYLE
& DOYLE, 1987). Os DNAs extraidos foram ressuspendidos em &agua ultrapura (50 ng/pL),
quantificados em espectrofotdmetro NanoDrop ND100 e observadas a qualidade das bandas de DNA

em gel de agarose 1% por trans-iluminador UV.
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Foram utilizados dois tipos de marcadores moleculares para avaliar o padrédo de diversidade e
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estrutura genético-populacional das tartarugas marinhas em nosso estudo: a regiéo controle do DNA

Mitocondrial e Microssatélites do DNA Nuclear.

Os fragmentos dos DNAs extraidos das amostras de cada individuo coletado foram amplificados por
PCRs (Reacéo de Polimerase em Cadeia) para posterior sequenciamento da regido controle do DNA

mitocondrial (DNAmt) e genotipagem dos microssatélites.

Para amplificagdo das sequéncias foram utilizados os primers LCM e H950 (ABREU-GROBOIS et
al., 2006) para as trés espécies de tartarugas marinhas: C. caretta, C. mydas e D. coriacea. A rea¢do
foi realizada com 8.775 pL de ddH20, 1.250 pL de tampao [1X], 0.75 pL de MgCl> [50mM], 0.2 yL de
dNTPs [10mM], 0.2 uyL de cada primer [10uM], 0.125 pyL de Taq platinum [5u/pL] e 2 yl de DNA
[50ng/uL], totalizando um volume 13.5 yL de mix de PCR para cada amostra a ser amplificada. O
perfil aplicado para reacéo desse marcador foi dividido em cinco etapas: 1) 94 °C por 3 minutos para
desnaturacéo, 2) 94 °C por 30 segundos para deshaturacdo, 3) 51 °C por 30 segundos para o
anelamento dos primers, 4) 72 °C por 30 segundos para extensdo. As etapas 2, 3 e 4 repetiram-se
em 35 ciclos terminando com a etapa 5) 72 °C por 10 minutos para extensédo final. Os produtos de
PCR foram observados em gel de agarose de 1% por eletroforese, posteriormente seguidos de trés
etapas: 1) purificagéo através da enzima ExoSAP-IT, 2) reacao de sequenciamento e 3) precipitacdo
das amostras, onde foram executadas as etapas de limpeza e remocéo de excesso de reagentes
gue pudessem inibir a leitura da sequéncia. O sequenciamento ocorreu para ambas as dire¢des
(forward e reverse) em sequenciador ABI Prism 3700, tendo as sequéncias da regido controle do
DNA mitocondrial geradas e alinhadas com o algoritmo MUSCLE por meio do programa MEGA v.10
(KUMAR et al., 2018).

O numero de loci de microssatélites que foram amplificados neste estudo variou entre as espécies
avaliadas. Para C. caretta foram utilizados quinze loci microssatélites: Cc7G11, Cc1F01, Ccl1GO02,
Ccl1G03 (SHAMBLIN et al., 2007), CcP7D04, CcP2F11, CcP7C06, CcP8D06, CcP1F09, CcP5C11,
CcP1F01, CcP1G03, CcP1B03, CcP5C08 e CcP5H07 (SHAMBLIN et al., 2009). O mix das reacdes
de PCR foi de 12.5 pL, contendo 7.925 pL de ddH20, 1.25 pL de buffer [1X], 0.375 pL de MgCl2
[50mM], 0.25 uL de dNTPs [10mM], 0.2 pL para cada primer (foward e reverse) [10uM], 0.2 uL de
marcador fluorescente [10 uM]. Para os primers ja marcados com as fluorescéncias, foram utilizadas
quantidades diferentes, descritas a seguir: CCP1F01 (0.19 pL); CcP1G03 (0.29 uL); CcP1B03 (0.21
pL); CcP5C08 (0.14 pL); CcP5H07 (0.17 pL), finalizando com 0.125 pL de Taq platinum e 1 yL de
DNA (50 ng/pL). A amplificacdo dos fragmentos dos primers Cc7G11, CclF01, Cc1G02, Cc1GO03
seguiu o programa adaptado de SCHUELKE (2000), e para os primers CcP7D04, CcP2F11,
CcP7C06, CcP8D06, CcP1F09, CcP5C11, CcP1F01, CcP1G03, CcP1B03, CcP5C08 e CcP5HO07 foi
seguido o perfil de SHAMBLIN et al., (2009), adaptado com técnica de touchdown.

Dezoito loci microssatélites foram amplificados para C. mydas seguindo os perfis especificos: CM3,
CM58 (FITZ SIMMONS, 1995), KLK314 (KICHLER et al., 1999), Cc2H12, Cc5H07, Cc7B07, Cc7E11,
Cc1G02 (SHAMBLIN et al., 2007), Cc2, Cc28, Cc10 (MONZON-ARGUELLO et al., 2008), A6, B103,
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B123, C102, D2 (DUTTON & FREY, 2009), CcP7D04, CcP8D06 (SHAMBLIN et al., 2009). Para D.
coriacea foram utilizados dezenove loci, também com seus perfis especificos: C102, D1 (DUTTON
& FREY, 2009), LB133, LB157, LB125, LB142, LB158, LB128, LB123 (RODEN & DUTTON, 2011),

DERMO1, DERMO05, DERMO6, DERM11, DERM15, DERM32, DERM34, DERM37, DERM39,
DERM48 (ALSTAD, 2011).

Os volumes dos reagentes usados para amplificacdo dos fragmentos por PCR seguiu 0 mesmo
padrdo para C. mydas e D. coriacea: um volume total de 25 ul contendo 19.575 ul de ddH20, 2.5 pl
de tampdo [1X], 1.0 pyl de MgCl2 [50 Mm], 0.2 pl de dNTPs [10 mM], 0.2 ul de reverse primer, 0.2 pl
de forward primer, 0.2 pl de primer M13 marcado com fluorescéncias, 0.125 pl Taq platinum [5 u/uL]
e 1 yl de DNA [50 ng/uL]. A genotipagem dos individuos foi feita em seguida, em uma reagdo que
incluiu produto amplificado dos marcadores microssatélites (multiplexados), formamida e padrao de
peso molecular (LIZ®), seguindo as recomendagdes do fabricante em um sistema de analise de DNA
automatizado em sequenciador ABI Prism 3700. Os loci microssatélites gerados foram visualizados

e identificados com o software GeneMapper 4.1®.

1.1.3 Analise de dados genéticos

As sequéncias da regiéo controle do DNAmt foram alinhadas manualmente no programa MEGA v.10
(KUMAR et al., 2018) usando como referéncia alinhamentos ja publicados para tartarugas-marinhas.
A identificagcdo do haplétipo de cada individuo sequenciado foi feita no programa DNAsp v6 (ROZAS
et al., 2003) comparando as sequéncias geradas com os hapl6tipos ja publicados para cada uma
das espécies analisadas. Foram considerados haplétipos novos as sequéncias de DNA diferentes

das j& publicadas, nomeando-as conforme tradicionalmente j& vem sendo feito para cada espécie.

Para o presente relatério, os indices de diversidade genética foram avaliados comparando: dados
pretéritos ao rompimento da barragem de Fund&do (nomeados como Pré); dados coletados apés o
rompimento nos Anos 1, 2 e 3 de monitoramento (homeados como Ano 1, Ano 2 e Ano 3); e dados
coletados em areas n&o impactadas pela onda de rejeitos da barragem nos Anos 1, 2 e 3 (Area-
Controle) (Figura 2 B D). Os dados foram analisados seguindo a mesma metodologia conforme
detalhado nos relatérios referentes ao Ano 1 e Ano 2 (RRDM 2019, 2020 RT23 - Anexo6 Megafauna).

As andlises genéticas foram precedidas pelo agrupamento das sequéncias em grupos pré (até
novembro de 2015) e pos-rompimento da barragem (a partir de novembro de 2015), sumarizando-
se dados publicados e disponiveis na literatura. Foram estimados os componentes de variancia,
incluindo as diversidades haplotipica (H) e nucleotidica (1), além da Analise de Variancia Molecular
(AMOVA) por meio do programa Arlequin 3.5.2. (EXCOFFIER & LISCHER, 2015), baseada no Fst
com 1000 permutacdes. As redes de haplétipos foram construidas com célculos de Median Joining
no programa PopART (LEIGH & BRYANT, 2015).

Para os marcadores microssatélites, multiplos parametros de diversidade genética foram calculados

através do programa GenAlex 6.5 (Peakall & Smouse, 2006) sendo, nimero de alelos por loco (Na),
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heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He), testes de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).
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A estimativa de riqueza alélica (Ar) foi calculada usando o pacote PopGenReport para R (ADAMACK
e GRUBER, 2014). A identidade individual foi estimada pelo programa COLONY 2.0 (JONES &
WANG, 2010), através do método de maxima verossimilhanca e o calculo de probabilidade de
identidade (PI) no programa GenAIEx 6.5 (PEAKALL & SMOUSE, 2012). A andlise de alelos raros
foi realizada através do software HP-Rare (KALINOWSKI, 2005). Ja o numero populacional efetivo
(Ne) foi calculado utilizando o método de Desequilibrio de Ligacédo (DL) realizado por meio do
programa NeEstimator 2.1 (DO et al., 2014).

Para determinar a existéncia ou ndo de mudanc¢as na composicao e variacdo genética bem como
avaliar os niveis de estrutura populacional, foram realizadas comparacgbes par-a-par entre as
amostras pré e pds rompimento da barragem e entre as areas impactadas e ndo-impactadas, para
ambos marcadores moleculares (DNAmt e loci microssatélites). Adicionalmente, utilizando somente
os dados de microssatélites, foi realizado um método de agrupamento por meio da Andlise
Discriminante de Componentes Principais (DAPC) disponivel no pacote adegenet 2.1 para R
(Jombart 2008), que inferem o niumero de padrdes genéticos (K) utilizando um Critério de Inferéncia
Bayesiana (BIC), bem como estimam proporgdes de mistura entre as populagdes/origem geografica
(Jombart et al. 2010) tracando uma probabilidade de agrupamento (0-100%), comparando as areas
e periodos. E, complementarmente, foi realizada uma Analise de Componentes Principais (PCoA)
no GenAlex com o intuito de identificar a variacdo genética dos individuos de acordo com suas

populacdes, revelando assim o maior nivel de diferenciagéo entre eles.

1.2 SAUDE
1.2.1 Procedimentos de amostragem e conservacdo das amostras de Chelonia mydas

Foram realizadas 2 campanhas de captura de juvenis de C. mydas na APA Costa das Algas em
Santa Cruz, proximo a foz do rio Piraqué-agu, Aracruz, ES e 2 campanhas no Recife de Coroa
Vermelha — Ba (Figura 2). Por campanha foram capturados 45 individuos em cada area de

alimentacgéo, portanto 90 amostras de plasma.

A captura de Chelonia mydas juvenis ocorreu por uso de tarrafa ou rede de espera de nylon com
malha de 8 cm, 6 metros de largura e 200m de comprimento. A rede de espera foi fixada ao fundo
com ancora a uma distancia de 30 a 200 metros da praia. Apds armada, a rede foi monitorada
continuamente para evitar lesées nos animais que eram capturados. O tempo de esforco foi de 4 a

6 horas diarias a depender das condi¢Bes climaticas e oceanogréficas.

ApOs serem capturadas, foram tomadas medidas biométricas da carapaga com fita métrica flexivel,
obtendo o comprimento curvilineo da carapaca (CCC, ponto cranial da linha média da carapaca até
0 ponto caudal) e largura curvilinea da carapaga (LCC, ponto mais largo da carapaca pela maior

distancia entre as placas marginais), ambos os dados em centimetros de acordo com a metodologia
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utilizada pelo Projeto TAMAR/ICMBIio. Também foi obtido o peso dos juvenis de C. mydas com uso

de dinamdmetro digital com capacidade para 50Kg com escala minima de 0,1g.

Os animais capturados foram identificados em ambas as nadadeiras anteriores com marcas de liga
de inconel (modelo 681C, National Band andTagCo.), de acordo com a metodologia utilizada pelo

Projeto TAMAR/ICMBIo, na qual cada animal recebe uma numeracéo Unica.

Amostras sanguineas foram coletadas por venopungdo no Seio Venoso Cervical com agulhas
hipodérmicas 25 x 0,7 mm em juvenis e seringas descartaveis, obtendo-se um volume entre 3 e 30
mL de acordo com o tamanho dos animais, respeitando o limite maximo de 0,1% do peso vivo.
Imediatamente apds a coleta, foi realizado um esfregaco sanguineo com sangue sem anticoagulante.
As amostras foram fracionadas em tubos contendo heparina litica e préprios para a determinacao de
elementos traco e acondicionadas em recipiente isotérmico de 4 a 8°C. Ao chegar ao laboratdrio de
campo, 1 ml de sangue total de cada espécime foi destinada a realizagdo do hemograma e o restante
foi centrifugado a 5000 RPM durante 10 minutos para obtencdo do plasma e armazenadas em
aliquotas de 2 mL em criotubos plasticos em nitrogénio liquido. Apés envio ao laboratério as amostras
foram estocadas em ultra congelador a -80°C até posterior andlise bioquimica e extracdo de

contaminantes no plasma sanguineo.

1.2.2 Procedimentos de amostragem e conservacdo das amostras de Caretta caretta e

Dermochelys coriacea

O monitoramento de tartarugas-marinhas em area de reproducéo foi realizado na Foz do Rio Doce,
em Linhares (ES) e a area controle foi a Arembepe (BA). A temporada reprodutiva se estende de
setembro a abril, porém as campanhas de coleta de sangue das fémeas foram feitas de outubro a
dezembro. As coletas de sangue e ovos foram a noite durante a temporada reprodutiva em dias
alternados. A coleta de ovos e filhotes natimortos foi feita diariamente, pela manha de novembro a

janeiro.

As praias foram monitoradas com veiculo com tracdo 4x4 das 20 as 4h em busca de fémeas de
Caretta caretta e Dermochelys coriacea) em desova. ApGs a fémea ter colocado metade dos ovos
no ninho, foram tomadas medidas biométricas da carapaca com fita métrica flexivel, obtendo o
comprimento curvilineo da carapaga (CCC, ponto cranial da linha média da carapaca até o ponto
caudal) e largura curvilinea da carapaca (LCC, medida do ponto mais largo da carapaca pela maior
distancia entre as placas marginais), ambos os dados em centimetros de acordo com a metodologia
utilizada pelo Projeto TAMAR/ICMBIo.

Os animais foram identificados em ambas as nadadeiras anteriores com marcas de liga de Inconel
(modelo 681C, National Band and TagCo.), de acordo com a metodologia utilizada pelo Projeto

TAMAR/ICMBIo, na qual cada animal recebe uma numeracao Unica.

Os ovos foram coletados no momento da desova (sendo 3 por ninho de C. caretta, totalizando 90, e

até 45 ovos de D. coriacea) sem contato com o solo e armazenados congelados a -80°C em sacolas
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plasticas. O ninho foi georreferenciado e monitorado para que ovos ndo eclodidos e filhotes
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natimortos (aproximadamente 3 por ninho) fossem coletados apés a eclosdo e armazenados
congelados em sacolas plasticas a -80°C. O monitoramento dos ninhos e coleta de filhotes natimortos
foi realizado em conjunto com a equipe do Projeto TAMAR que também obteve os dados

reprodutivos.

Foram coletadas amostras de sangue de 60 Caretta caretta ao longo da temporada reprodutiva em
Linhares e em Arembepe. Ndo foram coletadas amostras sanguineas de D. coriacea devido a
dificuldade de obtencéo e o estresse excessivo dos animais. Amostras sanguineas foram coletadas
por venopun¢do no Seio Venoso Cervical com agulhas hipodérmicas 40 x 1,2 mm e seringas
descartaveis, obtendo-se um volume de 10 mL, respeitando o limite méaximo de 0,1% do peso vivo.
Imediatamente apos a coleta, foi realizado um esfregagco sanguineo sem anticoagulante. As amostras
foram fracionadas em tubos contendo heparina litica e proprios para anédlises de elementos traco e
acondicionadas em recipiente isotérmico de 4 a 8°C. Ao chegar ao laboratério de campo, 1 ml de
sangue total de cada espécime foi destinado para a realizacdo do hemograma e o restante foi
centrifugado a 5000 RPM durante 10 minutos para obten¢éo do plasma e armazenadas em aliquotas
de 2 mL em criotubos plasticos em nitrogénio liquido. Apés envio ao laboratério as amostras foram
estocadas em ultra congelador a -80°C até posterior andlise bioquimica e de contaminantes. Os ovos
e os filhotes foram homogeneizados em “pools” de 3 ovos ou filhotes por ninho totalizando assim 30

amostras de pool de ovos e 30 de filhotes de C. caretta e 15 de D. coriacea.

1.2.3 Hemograma

Os hemogramas foram realizados sempre em um intervalo inferior a 6 horas apds a coleta da amostra
sanguinea. A determinag¢&@o do hematécrito (HTC) foi realizada por microcentrifugacdo a 11.000 rpm
em centrifuga para hematdcrito e em seguida feita a leitura em escala prépria. A contagem total de
eritrocitos (He), leucécitos (L) e trombdcitos foi realizada na cdmara de Neubauer com diluicdo de
1:100 em solucdo de Natt e Herrick. A dosagem de hemoglobina (Hb) foi feita pelo método de
cianometahemoglobina apoés a centrifugacdo da reagdo para remocdo dos lisados celulares,
reagindo 10 pl de sangue total com 2,5 mL do reagente em cubetas quadradas de 10 mm em
espectrofotdmetro, com filtro de 540nm. A partir dos valores de hematdcrito, hemoglobina e hemacias
foi realizado o calculo para determinacéo do volume corpuscular médio (VCM) e concentracédo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM). A contagem diferencial dos leucdcitos foi feita apds a
fixacdo do esfregagco sanguineo em alcool metilico e coloragdo pelo método Pandtico Rapido ®.

Foram contadas 100 células para diferenciagdo leucocitaria.

1.2.4 Parametros bioquimicos

Foi analisado um perfil bioquimico plasmético de 18 parametros dos animais capturados: glicose,
colesterol, triglicerideos, proteinas totais, albumina, globulinas, uréia, acido Urico, célcio, fésforo,
ferro, magnésio, sédio, potassio, aspartatoaminotransferase, alanina aminotransferase, fosfatase

alcalina, creatinofosfoquinase. As andlises foram realizadas no sistema automatizado
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BeckmanCoulter AU2700, utilizando os kits proprios e de acordo com as recomendagfes do
fabricante.

1.25 Contaminantes

A extracdo dos contaminantes do plasma foi feita por um protocolo liquido-liquido por centrifugagao
usando ciclohexano grau HPLC como solvente e cisheptaclorepdxido a 1 ppm como padréo interno.
O sobrenadante foi filtrado a 0,2 um e evaporado em corrente de nitrogénio e resuspendido a 0,4 ml
em ciclohexano.

A dosagem de elementos trago foi realizada por Espectrometria de Emissdo com Plasma
Indutivamente Acoplado — ICP/EOS ou equivalente disponivel na RRDM apdés digestdo com acido

nitrico e peroxido de hidrogénio a quente.

1.2.6 Analises estatisticas

Os valores bioguimicos, hematoldgicos e de contaminantes foram analisados quanto a normalidade
pelo teste de Shapiro Wilks. Grupos de dados com distribuicdo normal foram comparados (por
exemplo local, temporada reprodutiva) por ANOVA (soma dos quadrados tipo IV) com teste de
Games-Howell post-hoc, ou por ANOVA ndo paramétrica com teste de Mann- Whitney post-hoc se
ndo forem normais. Correlagbes de Spearman foram utilizadas para verificar se ha correlacdo entre
par&metros bioquimicos e as concentracfes de contaminantes. Os niveis de contaminantes foram
comparados entre tartarugas na primeira desova e as posteriores por anova de medidas repetidas.
A avaliacdo do sucesso de eclosdo com os contaminantes nos ovos, filhotes e tartarugas foi avaliada
por modelo linear generalizado. Todas as analises estatisticas foram feitas com significaAncia de
<0,05 usando o pacote IBM SPSS 17.0.
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