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RESUMO

A determinacdo da temperatura pivotal para Podocnemis expansa é de grande
importancia para os estudos de manejo da espécie, visto que esta temperatura
varia entre as diferentes popula¢des. Um problema comum aos estudos que
abordam a razéo sexual de filhotes recém-eclodidos de tartarugas é a auséncia
de dimorfismo sexual, o que gera a necessidade da utilizacdo de métodos
invasivos para a identificagdo do sexo dos individuos. No presente trabalho,
300 ovos de P. expansa oriundos do Rio Araguaia, estado de Goias, e 300
ovos oriundos do Rio Javaés, estado do Tocantins foram incubados em
laboratdrio a temperaturas constantes. Apos a eclosao, fotografias da carapaca
de cada individuo foram tomadas para andlises da morfometria geomeétrica.
Posteriormente, os filhotes foram eutanasiados para confirmagcdo do sexo,
permitindo calcular a temperatura pivotal em 33 €T para a populagédo do Rio
Araguaia e 33,5 € para a populacdo do Rio Javaés. Esta variagdo ocorre
provavelmente como um reflexo das diferentes latitudes em que as duas
populagBes se encontram. A partir da aplicagdo dos principios da morfometria
geométrica foi possivel discriminar o sexo dos filhotes sexados em laboratorio
com base na forma da carapaca e individualizar os filhotes oriundos de ninhos
naturais a partir da funcéo discriminante gerada pelos filhotes sexados. Por
outro lado, ndo foi possivel separar as populacdes do Rio Araguaia e do Rio

Javaés com base na forma da carapaca dos filhotes.

Palavras-chave: Tartaruga, morfometria, Araguaia, Javaés, conservagao.
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1. INTRODUCAO

A tartaruga-da-amazonia, Podocnemis expansa (Schweigger, 1812;
Testudines: Podocnemididae) é a maior espécie do género Podocnemis. Nativa
das bacias dos rios Amazonas, Tocantins-Araguaia, Orinoco e Essequibo, a
espécie se dispersa por uma grande area ao norte do continente sul-
americano, principalmente nas regides amazonicas (IVERSON, 1986). Esta
espécie, altamente migratoria e com comportamento de nidificagdo em grupo,
constitui um importante recurso econémico e cultural para os habitantes locais,
sendo usada como alimento desde o0s tempos pré-colombianos
(VALENZUELA, 2001a; PEARSE et al., 2006).

A pressao imposta nas populacdes de P. expansa em decorréncia da
exploracdo inadequada resultou na inclusdo da espécie na Lista de Espécies
Ameacadas da IUCN-2009 (International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources) sendo apresentada na condicao de baixo risco/dependente
de conservagcdo. A espécie também se encontra no apéndice Il do CITES
(Convention on International Trade Endangered Species) que lista as espécies
gue nao se encontram ameacadas de extingdo, mas que podem vir a se tornar,
sendo, desta maneira, seu comércio altamente controlado. Isto mostra a
importancia de estudos ecolégicos para melhorias nas praticas de manejo e
conservacao de P. expansa.

Diferentemente da determinagdo sexual genotipica, onde o0 sexo é
definido no momento da concepgéo por genes contidos NnosS cromossomos, em
P. expansa a determinacdo sexual € influenciada por fatores ambientais apos a
fertilizacdo (BULL & VOGT, 1979; BULL, 1980; BULL, 1983; VOGT & FLORES-
VILLELA, 1986). Segundo Alho et al. (1984 e 1985), P. expansa possui
determinacdo sexual dependente da temperatura de incubacdo dos ovos,
mecanismo reportado pela primeira vez por Charnier (1966) em Agama agama,
um lagarto tipico da Africa.

O sexo dos embrides na determinacdo sexual dependente da temperatura
de incubacdo € definido pela temperatura a que 0s ovos sdo submetidos
durante uma janela de tempo, chamada de periodo termo-sensitivo, que se
situa no segundo ter¢co do periodo de incubacdo (YNTEMA, 1979; BULL &
VOGT, 1981; BULL, 1983; MROSOVSKY & PIEAU, 1991). Tartarugas podem



apresentar dois modelos distintos de DST (determinagao sexual dependente da
temperatura de incubacao dos ovos): DSTla, na qual fémeas sao geradas em
altas temperaturas e machos e baixas temperaturas, e DSTIl em que as
fémeas sdo geradas em temperaturas altas e baixas e os machos em
temperaturas intermediarias (BULL & VOGT, 1979; EWERT & NELSON, 1991;
EWERT et al., 1994).

Para a maioria das tartarugas, incluindo P. expansa, machos sao gerados
em temperaturas de incubacdo mais baixas e fémeas em temperaturas mais
altas, sendo assim espécies tipicas do modelo DSTla (ALHO et al., 1985;
VALENZUELA et al.,, 1997). Em altas temperaturas ocorre, no embrido, a
producdo da enzima aromatase, um horménio feminilizante responsavel pela
geracgdo de fémeas. Temperaturas baixas ndo levam a sintese desse hormonio,
resultando em machos (PIEAU, 1996).

Divergindo das citagbes acima, Valenzuela (2001c) encontrou em seu
trabalho de campo, com temperaturas flutuando durante a incubagcdo, uma
maior porcentagem de fémeas em dois ninhos (dentre 20 ninhos monitorados)
com as menores temperaturas registradas, e Lubiana & Ferreira Junior (2009)
em experimento de incubacdo controlada e constante em laboratério
observaram a eclosdo de uma fémea (e dois machos) na incubadora de
temperatura mais baixa, préxima a 28 C. Estas observacgd es sugerem que P.
expansa pode ser uma espécie com DSTII, mas a expressado deste mecanismo
pode ser inibida pelos altos indices de mortalidade em temperaturas baixas
(VALENZUELA, 2001c¢).

Dois parametros de grande importancia nos estudos ecoldgicos para
manejo e conservacao de espécies sdo a razao sexual e o0 sucesso de ecloséo
de cada ninho. A raz&o sexual é a propor¢do entre fémeas e machos eclodidos.
J& 0 sucesso de eclosédo é a relacdo entre o0 numero de filhotes que consegue
completar a incubacao e o numero total de ovos no ninho.

A determinacdo sexual dependente da temperatura de incubacéo difere
da determinagdo sexual genotipica, pois uma variedade de fatores interage
para definir o sexo dos filhotes. Bull et al. (1982) citaram, como alguns destes
fatores, o comportamento materno na escolha do local de desova, a resposta
do zigoto a temperatura e outros aspectos ambientais do local de nidificacao.
Sendo assim, na determinacdo sexual dependente da temperatura de
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incubacéo, a razdo sexual dos filhotes ndo devera ser necessariamente de 1:1
como na determinacao genotipica (VALENZUELA et al., 2003).

A razéo sexual e o0 sucesso de ecloséo estdo diretamente relacionados a
temperatura a que o0s ovos sao submetidos no ninho. A data da desova, o
substrato onde se encontra o ninho, a profundidade e a posi¢cdo dos ovos
dentro do ninho sdo aspectos que afetam o sucesso reprodutivo dos quel6nios
(VALENZUELA et al., 1997; VALENZUELA, 1999). Dentre os fatores que
influenciam a temperatura do ninho, Vogt & Flores-Villela (1986) para o género
Graptemys e Bull & Vogt (1979) para Graptemys, Chrysemys e Trionyx,
mostraram que, ninhos de tartarugas que produziram fémeas se localizavam
em areas arenosas abertas, com escassez de cobertura herbacea e,
consequentemente, apresentando temperaturas elevadas, e os ninhos com
predominancia de machos estavam associados a moitas de vegetacao baixa e
densa. Valenzuela (2001b) descreve que as fémeas de P. expansa escavam
seus ninhos até que sua cabeca esteja no mesmo nivel da superficie da praia
durante a ovoposicdo. Deste modo, fémeas maiores cavam ninhos mais
profundos que fémeas menores, influenciando na razdo sexual dos filhotes.
Porém, como apontam Ferreira Junior & Castro (2003), o tamanho do
sedimento sera determinante na profundidade da camara de ovos e ninhos
localizados em areia fina tendem a ser mais rasos que 0s ninhos situados em
praias de areia mais grossa. Bull (1985) mostrou que em outro género de
tartaruga (Graptemys), a quantidade de horas por dia acima de uma
determinada temperatura tem uma forte associacdo com a razédo sexual dos
filhotes.

Alho et al. (1985) monitoraram a temperatura de seis ninhos de P.
expansa durante todo o periodo de incubacdo, sendo que trés destes ninhos
ficaram encobertos, e os outros trés ficaram expostos a radiacdo solar. A
variacao da temperatura entre esses grupos de ninhos foi de aproximadamente
1 € durante todo periodo de incubacdo e foi capaz de influenciar a razao
sexual desta espécie. Como resultado das temperaturas mais amenas nos
ninhos encobertos, foi encontrado uma maior propor¢do de machos. Nos
ninhos incubados a céu aberto, a quantidade de fémeas foi maior, chegando a
proporcao de um macho para 30 fémeas.
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Estudos relacionados a determinagédo sexual dependente da temperatura
de incubacé&o levaram a outras importantes descobertas. Bull (1980) apontou a
existéncia de uma temperatura limiar dentro deste tipo de mecanismo capaz de
produzir em uma mesma ninhada 50% de machos e 50% de fémeas. Esta
temperatura foi denominada de temperatura pivotal. Préximo a temperatura
pivotal existe uma faixa de transicdo onde sdo gerados machos e fémeas em
diferentes proporcdes (PIEAU, 1996). Essa faixa de transicdo varia de 1 €
para P. expansa (ALHO et al., 1985) e Natator depressus (HEWAVISENTHI &
PARMENTER, 2000) até 4 € para Chelonia mydas (MROSOVSKY et al.,
1984).

Valenzuela et al. (1997) apontaram uma temperatura pivotal para P.
expansa oriundos da Colébmbia, incubados em laboratério a temperaturas
constantes, maior que 32,5 T, porém menor que os 34,5 T apresentada por
Alho et al. (1985) em estudo de campo no rio Trombetas (PA). Em outro
trabalho, Valenzuela (2001c) incubou ovos de P. expansa, também da
Colébmbia, em laboratério, sob temperaturas constantes, registrando uma
temperatura pivotal de 32,6 C. Lubiana & Ferreira Ju nior (2009) trabalhando
com temperaturas constantes encontraram uma temperatura pivotal de 33,5 C
para uma populacéo do Rio Javaés (TO), na llha do Bananal.

As temperaturas pivotais de P. expansa estdo entre as maiores ja
registradas para as espécies de tartarugas estudadas até o0 momento. Paez et
al. (2009) apontam uma temperatura pivotal de 33,4° C (%0,4), tanto em
trabalho de campo como no laboratério, para Podocnemis lewyana, espécie de
tartaruga endémica da Coldmbia. A determinacdo da temperatura pivotal &
importante, pois ela varia entre espécies e entre populacdes da mesma espécie
em diferentes regides geograficas (EWERT et al., 1994; EWERT & NELSON,
1991). A ampla distribuicdo geografica de espécies que apresentam
determinacdo sexual dependente da temperatura de incubag¢do, como P.
expansa, leva ao desenvolvimento de diversas temperaturas pivotais para
compensar os efeitos das variacdes do clima (EWERT et al., 1994; EWERT &
NELSON, 1991). Para manter uma populagcdo condizente com as
caracteristicas ambientais da area de ocorréncia, a temperatura pivotal é
alterada, haja vista que, em sentido diverso, nos limites da distribuicdo da
espécie poderiam ser gerados filhotes com apenas um sexo, 0 que
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inviabilizaria a ocupacdo da regidao (BULL et al., 1982). O conhecimento da
temperatura pivotal para cada populacdo pode auxiliar na escolha de uma
técnica de manejo condizente com as necessidades de cada uma delas, como,
por exemplo, manipulando as temperaturas de incubagéo e consequentemente
a razao sexual de acordo com o desejado (VOGT, 1994).

Para tartarugas marinhas, por outro lado, a temperatura pivotal é
praticamente a mesma em todo o mundo, sendo estavel em torno dos 29 C
(DAVENPORT, 1997; MROSOVSKY, 1988, 1994; MARCOVALDI et al., 1997),
com excecao de Lepidochelys olivacea que apresenta 31 C (WIBBELS et al.,
1998). Neste caso, o grande fluxo génico entre as populacdes e a limitacdo da
area de desova nas regifes tropicais possibilitam uma mesma temperatura
pivotal na sua ampla area de distribuicdo (BINCKLEY et al., 1998; WIBBELS
et al. 1998).

Devido a interacdo de fatores ambientais e biolégicos, torna-se dificil
determinar qual seria uma razdo sexual de equilibrio para uma populagdo com
a determinacdo sexual dependente da temperatura de incubagéo
(VALENZUELA & LANCE, 2004). Desta forma, experimentos laboratoriais e
trabalhos de campo se tornam necessarios para se estabelecer a razdo sexual
de diferentes populagdes, principalmente em projetos de manejo e
conservacao (LUBIANA & FERREIRA JUNIOR, 2009).

Outro método apontado para a determinagdo da razdo sexual de filhotes
recém-eclodidos de tartarugas-marinhas € a duracdo de incubacdo dos ovos,
considerando-se o periodo de tempo, em dias, entre a desova e a emersao dos
filhotes dos ninhos. A duragdo da incubacdo se correlaciona negativamente
com a temperatura de incubagdo dos ovos. Para temperaturas mais altas, o
metabolismo é mais rapido, o que leva a um menor periodo de incubacédo e
maior niumero fémeas, ocorrendo o inverso para os machos (MARCOVALDI et
al., 1997 & MROSOVSKY et al, 1999). Exemplificando essa premissa,
Valenzuela et al. (1997) encontraram uma duracdo meédia do periodo de
incubagdo para uma populacdo de P. expansa da Colombia maior que a
descrita por Alho et al. (1985) para uma populagdo do Brasil, sendo esta
diferenca provavelmente relacionada a diferenca climética entre as duas

regides.
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A duracédo pivotal da incubacgéo, obtida pelo nimero de dias em que é
gerada uma razao sexual de 1:1, para Caretta caretta foi de 55,2 dias em
laboratério e 59,3 dias em campo, segundo Marcovaldi et al. (1997), e de 59,9
em laboratoério de acordo com Mrosovsky et al. (1999). Esta diferenca de cerca
de quatro dias entre a incubacdo no laboratério e em campo pode estar
relacionada ao tempo que os filhotes levam para sair dos ninhos. No laboratério
a eclosao é considerada quando o filhote rompe a casca do ovo, jA no campo
considera-se 0 momento em que estes emergem dos ninhos. Este método é
utilizado para as populagdes mundiais de tartarugas marinhas, jA que elas
possuem a temperatura pivotal conservativa (MROSOVSKY, 1988; WIBBELS
et al., 1998; FERREIRA JUNIOR et al., 2003b). Contudo, esta metodologia vem
sendo contestada, tendo em vista que, variagdes climaticas durante o periodo
termo-sensitivo podem gerar um sexo ndo esperado para o periodo de
incubacdo dos embrides. Por exemplo, em um ninho com o periodo de
incubacao de 70 dias deve ocorrer a prevaléncia de machos. No entanto, se
durante o segundo ter¢co da incubacdo ocorrer um aumento repentino na
temperatura, as condi¢des serdo favoraveis ao desenvolvimento de fémeas. Se
apo6s esse periodo a temperatura voltar a cair, 0 desenvolvimento embrionario
sera prolongado levando a uma duracao pivotal de incubacdo condizente com
uma razéo sexual favoravel aos machos.

A comprovacdo da eficacia da determinacdo sexual relacionada a
duracdo de incubacgdo para outras espécies de queldnios, principalmente nas
de agua doce, torna-se importante por ser um método de baixo custo, ndo
invasivo e de facil aplicacdo. Estes pressupostos sdo importantes
principalmente devido a escassez de recursos, pois, esse método, apesar de
ser relativamente impreciso, pode se tornar uma ferramenta eficaz em projetos
de manejo e conservagdo como um indicativo da razao sexual das populacdes
(LUBIANA & FERREIRA JUNIOR, 2009).

Apesar de muitas espécies de tartarugas apresentarem grande
dimorfismo sexual quando adultas, filhotes normalmente exibem um pequeno
ou nenhum dimorfismo que possibilite a identificacdo do sexo por observacéo a
olho nu (ERNST & BARBOUR, 1989). Este problema também €é notado para
filhotes e juvenis de P. expansa gerando a necessidade da utilizacdo de

métodos invasivos para a sexagem dos individuos recém-eclodidos,
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normalmente tornando necesséria a eutanasia dos animais. Dentre estes
métodos podemos citar a analise histologica e anatdbmica das génadas (ALHO
et al., 1985; EWERT & NELSON, 1991; MALVASIO et al., 2002; LUBIANA &
FERREIRA JUNIOR, 2009), testes de radioimunoensaio (RIA) para quantificar
as concentracfes de esterdides no plasma sanguineo (LANCE et al., 1992;
VALENZUELA et al., 1997; VALENZUELA, 2001b; VALENZUELA et al., 2004)
e laparoscopia em juvenis (WYNEKEN et al., 2007).

Todos os métodos citados anteriormente pecam por associarem altos
custos, necessidade de mao-de-obra e treinamentos especificos e extensivos,
ou requerem a eutanasia dos filhotes (VALENZUELA et al., 2004). Na busca
por métodos nado-invasivos e alternativos, alguns estudiosos como Michel-
Morfin et al. (2001) para Lepidochelys olivacea, Boone & Holt (2001) para
Gopherus agassizii, e Hildebrand et al. (1997) para P. expansa, apostaram na
utilizacdo da andlise da morfometria convencional, baseada na tomada de
distancias lineares para encontrar relagcdes entre 0 sexo e o comprimento e a
largura da carapaca, do plastrdo e dos escudos do casco dos filhotes destas
espécies. Neste trabalho os autores néo obtiveram sucesso.

Como a morfometria convencional ndo se mostrou eficaz em alguns dos
casos estudados, Valenzuela et al. (2004) e Myers et al. (2006) tentaram
quantificar as variacdes morfoldgicas utilizando a metodologia da morfometria
geométrica, que se baseia nas caracteristicas morfologicas externas, avaliando
a forma do casco como um todo, através de pontos com correspondéncia
bioldgica.

Através da morfometria geométrica Valenzuela et al. (2004) conseguiram
classificar o sexo de filhotes de P. expansa de uma populacdo na Colombia
com 90% de acerto, e de Chrysemys picta (EUA) com 98%, utilizando imagens
da carapaca. Com esta mesma metodologia, Lubiana & Ferreira Junior (2009)
classificaram com 100% de acerto o sexo de filhotes recém-eclodidos de P.
expansa de uma populacdo do Rio Javaés no estado do Tocantins, oriundos de
ovos incubados a temperaturas constantes em laboratério. Neste udltimo
trabalho, apenas 10,8% da variacdo da forma da carapaca dos filhotes foi
explicada pelo sexo. Em ambos o0s casos, andalises histologicas das gbnadas
foram utilizadas para a comprovacao do sexo dos filhotes.
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Lubiana & Ferreira Janior (2009) compararam seus resultados com o0s
obtidos por Valenzuela et al. (2004) e apontaram diferengcas ndo somente entre
o sexo dos filhotes em cada populagdo, mas também entre as duas
populagBes. Isto pode ser explicado pela grande distribuicdo geogréfica da
espécie, bem como pelo isolamento geografico e conseqientes diferencas
genéticas entre as duas populacdes (BOCK et al., 2001; SITES JUNIOR et al.,
1999).

Em outro estudo com a aplicacdo da morfometria geométrica, Myers et al.
(2006) utilizaram imagens do plastrao de filhotes de Trachemys scripta dos
Estados Unidos, e separaram duas populacBes desta espécie encontradas a
menos de 5 km de distancia uma da outra. Portanto, para P. expansa, espécie
que pode migrar grandes distancias (SITES JUNIOR et al., 1999), a ferramenta
da morfometria geométrica avaliando as variacdes na forma da carapaca
(VALENZUELA et al., 2004; LUBIANA & FERREIRA JUNIOR, 2009) pode
fornecer elementos que possibilitem a individualizagéo de populagdes por um
método de sexagem ndo-invasivo que pode ser de grande utilidade nos
estudos ecoldgicos.

16



2. OBJETIVO GERAL

Determinar a temperatura pivotal em Podocnemis expansa do Rio
Araguaia, no estado de Goias, e comparar esta populacdo com outra do Rio
Javaés, estado do Tocantins, através da morfometria geomeétrica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Verificar a existéncia de dimorfismo sexual em filhotes recém-eclodidos
de P. expansa através da aplicacao dos principios da morfometria geométrica.

» Comparar a forma da carapaca das populacdes de Podocnemis expansa
dos rios Araguaia e Javaés com base na morfometria geométrica.

* Estimar a razéo sexual de filhotes oriundos de ninhos naturais a partir da

forma da carapaca dos filhotes gerados em laboratorio.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta dos ovos

No Rio Araguaia 300 ovos foram coletados na Fazenda Montaria (13°12’
S e 5035’ W), proximos ao povoado de Luiz Alves, no mun icipio de Sdo Miguel
do Araguaia, estado de Goias em outubro de 2007 (Figura 1), temporada de
desova das tartarugas-da-amazonia (Podocnemis expansa). Dez ninhos foram
selecionados para a coleta dos ovos. A coleta foi feita no inicio da manha, no
periodo mais fresco do dia, para evitar a desidratacdo dos ovos. Os filhotes do
Rio Javaés foram obtidos de 300 ovos coletados na temporada reprodutiva de
2006 na Praia do Cangucu (959’ S e 5005’ W), llha do Bananal, estado do
Tocantins (LUBIANA & FERREIRA JUNIOR, 2009).

Os ninhos escolhidos foram aqueles desovados no mesmo dia da coleta,
o que foi confirmado pelos rastros recentes das fémeas e pelo substrato umido
proveniente de fluidos liberados durante a desova ou pela visualizagdo das
fémeas no ato da desova (Figura 2).

Para identificacdo, os ovos foram numerados a lapis e transportados em
duas caixas plasticas contendo vermiculita expandida (argilomineral com
grande capacidade de absorcédo e retencao de liquidos) umedecida com &gua,
para evitar a desidratacdo, e choques durante o transporte. Os ovos foram
transportados de carro da Fazenda Montaria as margens do Rio Araguaia,
onde se encontra instalada uma base do Projeto Queldnios da Amazoénia do
RAN-IBAMA, até Brasilia. De Brasilia até Vitéria o transporte foi aéreo. Os ovos
foram mantidos por cerca de 24h nas caixas plasticas, no periodo que se
estendeu da coleta ao inicio da incubacdo no Laboratério de Ecologia Aquatica
e Terrestre do Complexo Biopraticas do Centro Universitario Vila Velha.
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PNA - Parque Nacional do Araguaia
PIA - Parque Indigena do Araguaia
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Planicie do Bananal
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Figura 1 — Localizagdo geogréfica das areas de coleta. Fazenda Montaria, no Rio

Araguaia (GO) e Praia do Cangucu, no Rio Javaés (TO).
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Figura 2 — a) Fémea de P. expansa no momento da desova. b) Ninho com ovos de P.
expansa. ¢) Exemplar adulto de P. expansa retornando para o rio apos a desova. d)
Filhote de P. expansa.

3.2Periodo de incubacéo e ecloséo

Foram utilizadas dez incubadoras construidas em caixas de isopor. Na
tampa de cada incubadora foram fixadas com silicone gel duas lampadas
incandescentes de 60 W. As incubadoras foram reguladas entre as
temperaturas de 28 T a 37 C, mantendo uma diferenca de 1 € entre elas. O
controle da temperatura foi realizado por um termostato analdgico eletrénico,
da marca Chocmaster com 0,1 T de preciséo, colocado em cad a incubadora
(Figura 3).

Os ovos foram incubados em vermiculita umedecida na proporcao de 1:1.
Em cada incubadora foram colocados 30 ovos, acondicionados em um
recipiente plastico. Para monitorar a temperatura de incubagéo foram feitas de
uma a trés medidas por dia com um termémetro digital de precisédo (+ 0,1 C),
durante todo o periodo de incubacao, registrando em cada monitoramento a
temperatura encontrada proxima aos ovos. Quando necessario, o termostato

era regulado para garantir a temperatura desejada na incubadora.
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Figura 3 — Incubadoras utilizadas para a determinacdo da temperatura pivotal. a)
Detalhe interno da tampa com as lampadas e o termostato. b) Aspecto geral da
incubadora. c) Recipiente plastico utilizado para a incubag¢do dos ovos. d) Vista da
parte superior da incubadora.

Cada ovo foi pesado com auxilio de uma balan¢a de precisao (x0,1g) e
em seguida foram distribuidos dentro de dez recipientes plasticos. Cada
incubadora recebeu trés ovos de cada ninho, para evitar que as caracteristicas
das fémeas fossem preponderantes sobre os efeitos da temperatura de
incubacgao.

Durante a incubagéo, ovos com fungo, em estado de decomposi¢ao ou
muito desidratados, foram retirados das incubadoras para evitar a
contaminacdo dos demais. A vistoria das incubadoras quanto a presenca de
fungos nos ovos ou no substrato era feita diariamente durante a medigcdo das
temperaturas. Para evitar a proliferacdo de fungos nas incubadoras foi
adicionado fungicida utilizado em aquérios, da marca Labcon Aqualife, na agua
misturada com vermiculita.

Neste estudo, a duracdo da incubacdo € o periodo que se estende da
desova a eclosédo dos ovos. A eclosdo ocorre quando o filhote rompe a casca
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do ovo. Os filhotes recém-eclodidos foram separados em recipientes individuais
(copos pléasticos contendo vermiculita umedecida) até emergirem por completo.

Apéds a emersdao, cada individuo foi pesado e mantido nos copos plasticos
por mais trés ou quatro dias, até a completa absor¢do do saco vitelinico. Para
marcacao foram colocados anéis de metal nas placas marginais do casco, para
identificacdo dos filhotes, segundo a metodologia de Haller (2002). Neste
momento, eles tiveram o comprimento de suas carapacas medido e foram
transferidos para um compartimento com agua e suporte para termo-regulacao,
recebendo diariamente, e em abundéancia, racdo para peixe com 28% de
proteina bruta (Figura 4).

Figura 4 — a) Tanque com suporte para termo-regulacao dos filhotes. b) Filhote com
saco vitelinico ainda néo absorvido. c) Ovo com fungo.

Depois de todos os filhotes terem eclodido, durante o periodo de
aproximadamente um ano e meio (entre dezembro de 2007 e margo de 2009)
medidas morfométricas de peso, comprimento da carapaca e largura da

carapaca, foram realizadas no intuito de acompanhar o seu desenvolvimento.
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3.3 Registro fotogréfico de filhotes oriundos de ni nhos naturais

Na temporada reprodutiva de 2007 foram fotografados 259 filhotes de P.
expansa na Base do Projeto Queldnios da Amaz6nia no Rio Araguaia, em Luiz
Alves (GO). Os filhotes foram oriundos de 20 ninhos eclodidos entre 23 e 28 de
novembro.

Os 723 filhotes de ninhos naturais do Rio Javaés foram fotografados entre
18 e 25 de novembro de 2006 e foram provenientes de 40 ninhos. Os filhotes
foram coletados nas praias do Cangucu, Bonita, Coco, Comprida, Goiaba e
Marreca, todas dentro dos limites protegidos pelo Projeto Queldnios da
Amazonia do RAN/IBAMA.

Em ambos os casos os filhotes foram coletados antes de emergirem do
ninho. A abertura dos ninhos foi realizada pelos pesquisadores e agentes do
RAN/IBAMA durante o monitoramento do sucesso reprodutivo. Neste momento,
os filhotes vivos e mortos, filhotes retidos e ovos néo eclodidos eram contados
permitindo estimar o sucesso de eclosdo. A abertura dos ninhos era realizada
guando a parte superior da camara de ovos colapsava devido a ascensdo dos
filhotes, 0 que causa o afunilamento da superficie do ninho. Os filhotes vivos
eram coletados e mantidos por cerca de uma semana em bercgérios dentro da
agua antes de serem soltos no rio ou lagos mais préoximos. Para o registro
fotografico dos filhotes procedentes de ninhos naturais foram observados os
mesmos procedimentos adotados para os filhotes incubados em laboratério. As
fotografias foram tiradas perpendicularmente & carapaca de cada tartaruga,
tanto do laboratério como da natureza, utilizando uma camera digital Sony

DSC-T30 posicionada a 25 cm de altura em relagéo aos filhotes.

3.4 Analise da morfometria geométrica da carapaca

Para o estudo da correlagéo entre o sexo dos filhotes e a forma do casco
dos recém-eclodidos foram utilizados os principios da morfometria geométrica
aplicados por Valenzuela et al. (2004) e por Lubiana & Ferreira Junior (2009).

Para analisar as possiveis variagbes morfométricas existentes entre a
forma da carapaca e o sexo dos individuos estudados, programas de
computador que geram padrbes morfologicos a partir de marcos digitalizados
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nas imagens foram utilizados. Estes programas foram criados por F. James
Rohlf e estédo disponibilizados gratuitamente no site
<http://life.bio.sunysb.edu/morph/index.html>. Dentre eles estéo tpsutil, tpsDig2
e tpsRelw.

O programa tpsuUtil (ROHLF, 2005) tem as fun¢gbes de ordenar 0s
espécimes num unico arquivo com o formato TPS a partir de uma pasta com
arquivos de imagens, possibilitando o acesso as imagens pelos outros
programas da série. No programa tpsDig2 (ROHLF, 2006a) séo digitalizados os
marcos anatdbmicos nas imagens, que posteriormente serdo utilizadas nas
analises morfométricas. J4 no tpsRelw (ROHLF, 2006b) as variaveis de forma
sdo obtidas a partir da sobreposicdo dos marcos anatdomicos, definidos nas
imagens digitalizadas das carapagas de cada individuo. Este método envolve a
translagdo, centralizando a configuragdo dos marcos anatomicos; rotagao,
minimizando as distancias entre os marcos e escalamento, padronizando a
configuracdo dos marcos anatdbmicos a partir do Tamanho do Centréide
(BOOKSTEIN, 1991). No programa tpsRelw (ROHLF, 2006b) os valores das
distancias entre os marcos anatomicos sdo confrontados com o sexo de cada
individuo permitindo quantificar as variagbes na forma da carapaca e
estabelecer se as diferengas séo estatisticamente significativas.

Dos dezesseis marcos anatdmicos utilizados, quatorze foram do tipo 1, e
dois marcos do tipo 2, seguindo a classificacdo de Bookstein (1991). Marcos
anatomicos do tipo 1 sdo formados pelas intercessdes entre as linhas que
delimitam os escudos vertebrais, laterais e marginais; ja 0s marcos anatdémicos
do tipo 2 incluem as invaginacdes da porcdo externa dos escudos marginais
préximos a cauda e a cabeca dos filhotes (marcos de numeros 12 e 16
respectivamente) (Figura 5). As tartarugas que possuiam anomalia no casco
ndo foram utilizadas para a analise da morfometria geométrica, mas foram
eutanasiadas para a determinacdo da temperatura pivotal.

Como as tartarugas possuem simetria bilateral apenas metade da
carapaca foi utilizada para as analises de morfometria geométrica, pois, desta

forma, o nimero de variaveis é reduzido, minimizando a probabilidade de erros.
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Figura 5 — a,b) Marcos anatdmicos utilizados na analise da morfometria geométrica de
filhotes recém-eclodidos de P. expansa. c) Filhote com anomalia na carapaca que nao
foi utilizado para a analise morfométrica.

3.5Analise histologica

Os filhotes foram eutanasiados com aproximadamente um ano e meio de
idade com uma injecdo intra-cardiaca de 2 ml de tiopental sodico 1 g. Apos a
eutanasia, os plastrées foram removidos com auxilio de tesouras cirirgicas e
bisturis descartaveis, para a visualizagdo, identificacdo e remocao das génadas
(Figura 6). Depois de removidas, as gonadas foram coradas com hematoxilina-
eosina, facilitando sua visualizagédo nos blocos de parafina, e separadas dentro
de cassetes, identificados com a numeracdo do casco e armazenados em
recipientes contendo formalina a 10% para conservacéo e fixagao dos tecidos.

As gbnadas foram emblocadas em parafina histolégica. Posteriormente,
cada bloco foi desbastado em um micrétomo para a confecgdo das laminas
histologicas, que foram analisadas em microscépio Optico para a identificacéo
das gb6nadas. Estes procedimentos foram realizados no laboratério de
histopatologia do complexo Biopréaticas do Centro Universitario Vila Velha.

De acordo com Malvasio et al. (2002), a caracterizacdo histolégica dos
testiculos é feita pela presenca de corddes de células vacuolizadas, que se
tornaram tubulos seminiferos. Ja os ovarios possuem ovdcitos que aparecem
como areas ovaladas com o nucleo centralizado (Figura 7). O oviduto e o ducto
deferente apresentam-se pouco diferenciados.

Os resultados encontrados na analise das génadas foram utilizados na
guantificacdo de machos e fémeas em cada incubadora para a determinagéo
da temperatura pivotal e também na andlise do dimorfismo sexual via

morfometria geométrica.
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Figura 6 — Detalhes das gbnadas (Go) e rins (R) de filhotes P. expansa.

Figura 7 — Aspecto geral e detalhes das gbnadas de P. expansa sob microscopio. a)
Aspecto geral de um testiculo (T) com o ducto deferente (dd). b) Detalhe de um
testiculo mostrando os tabulos seminiferos (ts). c) Aspecto geral de um ovério (Ova)
com o oviduto (ov). d) Detalhe de um ovario apontando os ovdcitos (Oc).
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3.6 Andlise estatistica

As variaveis mensuradas foram transformadas pelo seu logaritmo decimal
objetivando a normalizacéo, que foi verificada pelo teste de K?, considerando a
curtose e a simetria do conjunto de dados como indicadores de normalidade
(ZAR, 2008). A analise discriminante foi realizada com base na morfometria
geométrica da carapaca dos filhotes, a partir dos 16 marcos anatdomicos
digitalizados nesta. A consisténcia dos descritores entre 0s sexos nas duas
espécies foi verificada através dos parametros Lambda de Wilks, Tragco de
Pillai e Traco de Lawley-Hotelling. A capacidade de explicacdo da variacao do
conjunto dos dados foi expressa pelos autovalores da matriz padronizada. Esta
matriz padronizada foi gerada no programa tpsRelw (ROHLF, 2006b). A
classificacdo de individuos nos grupos para estimar a funcdo discriminante foi
procedida, de modo a que cada individuo fosse inserido no grupo cujo
centréide se encontrasse mais proximo do valor observado. A taxa de sucesso
da funcdo discriminante e a classificacdo dos individuos n&o-sexados
histologicamente foi estimada pela Distancia Quadrada de Mahalanobis. A
validacdo cruzada foi feita pelo método de Jackknife. A analise discriminante e

seu diagnéstico foram executados no programa Systat 9.0 para Windows.
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4. RESULTADOS

4.1Temperatura pivotal

A temperatura pivotal para a populacdo de P. expansa do Rio Araguaia
em Sao Miguel do Araguaia (GO) é de 33 T (Figura 8), calculada a partir da
sexagem de 72 filhotes oriundos da incubagéo em dez temperaturas distintas
(Tabela 1). Para o célculo da temperatura pivotal foram utilizadas as médias
das temperaturas do segundo terco de incubacao (periodo termo-sensitivo).

Tabela 1 — Resultado da incubacdo de P. expansa. Total de individuos sexados (n);
Numero de machos e fémeas por temperatura, acompanhados da porcentagem
relativa de cada sexo. O sucesso de eclosdo foi estimado a partir do nimero de
filhotes eclodidos em cada incubadora. Para a duracdo da incubagéo: média + desvio
padréo (intervalo).

Temperatura Duracéo da Macho Fémea Sucesso de
Média () Incubacdo (Dias) Ecloséo
28,3+0,12 4 84 + 1,15 (83-85) 4 (100%) 0 13,3%
29,1+0,14 12 73,3+3,98(70-85) 12 (100%) 0 40%

30 0 0

31 0 0
32,5+0,12 16 48,8+0,34 (48-49) 12 (75%) 4 (25%) 53,3%
33,6 £0,17 15 44,2 +0,70 (43-45) 3 (20%) 12 (80%) 50%

34 0 0
35,3+0,17 12 39,5 +0,66 (39-41) 0 12 (100%) 40%
36,1+0,21 10 38,5+0,70 (38-40) 0 10 (100%) 33,3%
36,9+0,14 3 38+ (38) 0 3 (100%) 10%

Nas temperaturas mais baixas foram gerados somente machos (28,3 C e
29,1 €) e nas mais elevadas somente fémeas (35,3 C, 36 ,1 € e 36,9 C).
Nas temperaturas intermediarias (32,5 T e 33,6 C) oco rreram os dois sexos
em diferentes proporgdes. A duragao pivotal da incubacédo, considerada como o
periodo da desova até o rompimento do ovo, foi estimada em 47 dias (Figura
10).

O sucesso da ecloséo foi influenciado pela temperatura de incubacao
(Figura 12). Temperaturas muito elevadas foram letais para a maioria dos
embrides. Ocorreu uma diminuigdo abrupta do sucesso de eclosao abaixo de
29 € e acima de 36 €. Nao foram gerados filhotes na s incubadoras com
temperaturas de 30 C, 31°C e 34°C.

A temperatura pivotal e a duracao pivotal da incubacéo para a populagéo
do Rio Javaés (TO), foram respectivamente de 33,5 T e 43 dias (Figuras 9 e
11). Estes dados foram obtidos de Lubiana & Ferreira Janior (2009).
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Figura 8 — Raz&o sexual de P. expansa em diferentes temperaturas de incubacgéo. A
temperatura pivotal para a populacdo do Rio Araguaia, em S&o Miguel do Araguaia, €
de 33 C. Os valores dos pontos indicam o tamanho da amost ra.
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Figura 9 — Razéo sexual de P. expansa em diferentes temperaturas de incubacgéo. A
temperatura pivotal para a populagdo do Rio Javaés, na llha do Bananal, é de 33,5 T.
Os valores dos pontos indicam o tamanho da amostra.
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expansa do Rio Araguaia. A duracéo pivotal da incubacéo foi estimada em 47 dias. Os
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Figura 11 — Relacdo entre a duragdo da incubacgéo e a porcentagem de fémeas de P.
expansa. A duracdo pivotal da incubacéo foi estimada em 43 dias. Os valores dos
pontos indicam o tamanho da amostra.
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Figura 12 — Relacéo entre o sucesso de eclosédo de P. expansa do Rio Araguaia e a
temperatura de incubacgéo. Os valores dos pontos indicam o tamanho da amostra.

4.2 Morfometria geométrica

A analise da morfometria geométrica em 70 filhotes recém-eclodidos de
P. expansa do Rio Araguaia incubados em laboratério revelou que existe
dimorfismo sexual para a populagéo do Rio Araguaia (F = 17,08; gl = 28;41; p <
0,01). A analise discriminante detectou grupos consistentes altamente
significativos (Tabela 2). O poder classificatorio dos autovalores da matriz
padronizada permitiu um acerto de 100% na discriminacdo de machos e 95%
para a discriminagdo de fémeas. A prova de validagdo cruzada permitiu um

acerto médio de 84%, sendo 77% para os machos e 90% para as fémeas.

Tabela 2 - Indicadores estatisticos para a relagcéo entre a forma da carapaca e o sexo
dos filhotes de P. expansa do Rio Araguaia. O sexo dos filhotes foi confirmado pela
andlise histolégica das gbnadas.

Parametros Valor F gl p
Lambda de Wilks 0,225 5,02 28;41 <0,01
Trago de Pillai 0,774 5,02 28;41 <0,01
Trago de Lawley-Hotelling 3,428 5,02 28;41 <0,01

A diferenca do sexo explica apenas 20,07% da variacdo da forma da
carapaca. A analise de componentes principais (PCA) revelou sobreposi¢cédo da

forma de inUmeros espécimes (Figura 13). Essa sobreposicdo, entretanto, pode
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ser explicada pela grande quantidade da variagdo que ndo é explicada pelo

S€eXo0.
. . 0 ° *
o [ ] . *
RS - L] hd
L] o
s ® . L ] [ ] - e ® ® L ] i LS
L]
L] L ] o - - ) L]
ol >
s 3 b ..'. :. .
o Og e
o~ . . . 4
&5 B o 0 m] '
o .
o o o " ) o
. o
o = o = 'D . .
o DD

PC1

Figura 13 — Representacao dos primeiros eixos da analise de componentes principais
da forma da carapaca de 70 filhotes recém-eclodidos de P. expansa do Rio Araguaia.
PC1 explica 37,5% da variagcdo da forma e PC2 16,01%. Circulos representam fémeas
e quadrados machos. A esquerda tem-se a grade de deformac&do prevista para os
machos e & direita para as fémeas. A titulo de orientagdo, a cabeca esta situada a
direita da grade de deformacéo.

Para os 92 filhotes do Rio Javaés incubados em laboratério, a analise da
morfometria geométrica, utilizando 16 marcos anatdémicos, revelou que existe
dimorfismo sexual para esta populagédo (F = 10,60; gl = 28;63; p < 0,01). A
analise discriminante detectou grupos consistentes altamente significativos
(Tabela 3). O poder classificatério dos autovalores da matriz padronizada
permitiu um acerto de 94% na discriminacdo de machos e 90% para a
discriminacdo de fémeas. A prova de validacdo cruzada permitiu um acerto
médio de 81%, sendo 82% para os machos e 80% para as fémeas. A diferenca
do sexo explica apenas 10,53% da variagédo da forma da carapaca (Figura 14).

Tabela 3 - Indicadores estatisticos para a relagcéo entre a forma da carapaca e o sexo
dos filhotes de P. expansa do Rio Javaés. O sexo dos filhotes foi confirmado pela
andlise histolégica das gbnadas.

Parametros Valor F gl p
Lambda de Wilks 0,313 4,93 28;63 <0,01
Trago de Pillai 0,686 4,93 28;63 <0,01
Trago de Lawley-Hotelling 2,191 4,93 28;63 <0,01
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Figura 14 — Representacao dos primeiros eixos da analise de componentes principais
da forma da carapaca de 92 filhotes recém-eclodidos de P. expansa do Rio Javaés.
PC1 explica 26,7% da variacdo da forma e PC2 17,4%. Circulos representam fémeas
e quadrados machos. A esquerda tem-se a grade de deformacdo prevista para os
machos e & direita para as fémeas. A titulo de orientagdo, a cabeca estd situada a
direita da grade de deformacéo.

Analisando conjuntamente os filhotes do Araguaia e do Javaés incubados
no laboratorio, ndo foi possivel separar as duas populagbes pela forma da
carapaca. Os resultados, apesar de estatisticamente significativos (Tabela 4),
apontam uma sobreposicdo muito grande entre os individuos das duas

populacdes (Figura 15).

Tabela 4 - Indicadores estatisticos para a comparacdo entre a forma da carapaca
dos filhotes de P. expansa dos Rios Araguaia e Javaés. O sexo dos filhotes foi
confirmado pela analise histolégica das gbnadas.

Parametros Valor F gl p
Lambda de Wilks 0,213 3,18 84,369 <0,01
Trago de Pillai 1,044 2,53 84;399 <0,01
Trago de Lawley-Hotelling 2,464 3,80 84;389 <0,01

De maneira geral, a forma da carapaca dos filhotes machos e fémeas do
Rio Araguaia se assemelham a forma dos filhotes do Rio Javaés (Figura 16).
Os machos das duas populac¢des diferem das fémeas apresentando um maior
distanciamento na parte central da carapaga onde se encontram 0s escudos
vertebrais. Os machos do Rio Araguaia apresentam os marcos dos escudos
marginais mais proximos a cabeca um pouco mais abertos quando

comparados aos machos do Rio Javaés e as fémeas das duas localidades.
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Os marcos dos escudos marginais proximos da cabeca e da cauda se
apresentam mais agrupados nas fémeas do que nos machos, sendo um

agrupamento mais visivel na regido nucal das fémeas do Rio Araguaia.
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Figura 15 — Valores canénicos da analise discriminante conjunta dos filhotes de P.
expansa dos Rios Araguaia e Javaés. Apesar da formacdo de quatro grupos, nota-se
uma grande sobreposicéo entre eles.
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Figura 16 — Comparacdo das grades de deformacdo para machos e fémeas de P.
expansa do Rio Javaés e do Rio Araguaia. a) Macho do Rio Javaés. b) Fémea do Rio
Javaés. ¢) Macho do Rio Araguaia. d) Fémea do Rio Araguaia. A titulo de orientagéo,
a cabeca esta situada a direita da grade de deformacéo.

Utilizando apenas os machos das duas populagbes, incubados em

laboratério, os resultados ndo foram significativos (Tabela 5). O total de acertos
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da validagdo cruzada foi de apenas 62%, mostrando que a morfometria
geométrica nao foi eficiente na separacdo dos machos das duas populacoes.

Tabela 5 - Indicadores estatisticos para a comparacdo entre a forma da carapaca
dos filhotes machos de P. expansa dos Rios Araguaia e Javaés. O sexo dos filhotes
foi confirmado pela analise histoldgica das gbnadas.

Parametro Valor F gl p
Lambda de Wilks 0,606 1,50 28;65 0,09
Traco de Pillai 0,393 1,50 28;65 0,09
Trago de Lawley-Hotelling 0,647 1,50 28;65 0,09

Entretanto, analisando apenas as fémeas, foi possivel separar os
individuos das duas populacfes (Tabela 6). Na matriz de classificacdo, 90%
dos filhotes foram classificados corretamente e, na prova da validag¢ao cruzada,
encontrou-se uma média de 72% de acerto, sendo 71% para as fémeas do Rio

Araguaia e 73% para as fémeas do Rio Javaes.

Tabela 6 - Indicadores estatisticos para a comparacdo entre a forma da carapaca
dos filhotes fémeas de P. expansa dos Rios Araguaia e Javaés. O sexo dos filhotes
foi confirmado pela analise histoldgica das gbnadas.

Parametro Valor F gl p
Lambda de Wilks 0,337 2,73 28;39 <0,01
Trago de Pillai 0,662 2,73 28;39 <0,01
Trago de Lawley-Hotelling 1,959 2,73 28;39 <0,01

N&o foi possivel classificar a origem dos filhotes, se do Rio Araguaia ou
do Rio Javaés, a partir da forma da carapaca. Quando os filhotes gerados em
laboratorio de ambas as populagdes foram analisados, excluindo a variavel
“sexo”, os resultados nédo foram significativos (p = 1). A partir dos autovalores
da matriz padronizada, apenas 48% dos individuos foram classificados
corretamente dentro de sua populacédo. A validagdo cruzada nao classificou
nenhum filhote corretamente. Os resultados indicam que os filhotes recém-
eclodidos ndo apresentam variacdes morfolégicas que permitam separé-los por
populacdes.

A partir da forma da carapacga dos filhotes eclodidos em laboratério e
sexados histologicamente, foi possivel classificar os filhotes ndo sexados

histologicamente provenientes de incubacdo natural. A fungcdo discriminante
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consolida a possibilidade de aplicagcdo da morfometria geométrica na deteccao
do dimorfismo sexual na espécie em estudo com um acerto médio de 84% para
os filhotes do Rio Araguaia (Tabela 7) e 82% para os do Rio Javaés (Tabela 8),
sem a necessidade da eutanasia dos individuos. As Tabelas 7 e 8 mostram a
classificacado dos filhotes ndo sexados histologicamente e a porcentagem de
fémeas encontradas em cada ninho amostrado na natureza. Os resultados
indicam uma razao sexual favoravel aos machos nos rios Araguaia e Javaés.
No Rio Javaés a duracdo da incubacao foi de 60,1 + 4,23 dias, variando entre
52 e 68 dias. No Rio Araguaia os ninhos amostrados se concentraram no inicio
do periodo da eclosdo, mas nao se tem o registro da data da desova.

O maior numero de filhotes classificados como machos em ambas as
populagbes reflete uma amostragem parcial com individuos do inicio da
estacdo de eclosdo. Para a populacdo do Rio Javaés, as duracdes da
incubagéo dos ninhos foram longas, condizentes com as baixas porcentagens
de fémeas. Existe uma correlacdo entre a duragcdo da incubacgéo e a razéo
sexual do Rio Javaés (r* = 0,119; F = 5,12; p = 0,029).

Tabela 7 - Classificacéo dos filhotes ndo sexados histologicamente provenientes de
incubacéo natural do Rio Araguaia.

Ninho Machos Fémeas Ddudvidosos Total % fémeas

N4 14 0 0 14 0
N7 9 0 1 10 0
N18 11 0 1 12 0
N29 11 0 0 11 0
N1 18 1 0 19 5,26
N3 13 1 2 16 6,25
N20 12 1 0 13 7,69
N5 8 1 3 12 8,33
N30 7 1 1 9 11,11
N21 9 2 1 12 16,67
N22 7 2 3 12 16,67
N19 12 3 0 15 20
N24 10 3 1 14 21,43
N25 3 3 4 10 30
N6 5 4 4 13 30,77
N2 11 6 0 17 35,29
N17 5 5 3 13 38,46
N11 5 6 2 13 46,15
N28 3 6 3 12 50
N23 2 9 1 12 75
TOTAL 175 54 30 259 20,85

36



Tabela 8 - Classificagdo dos filhotes ndo sexados histologicamente provenientes de
incubacgdo natural do Rio Javaés. Duracdo da Incubacéo (D.l.). O total da duragéo da
incubacdo representa a média + 0 desvio padrdo dos ninhos amostrados.

Ninho Machos Fémeas Duvidas Total D.l. % fémeas
N6 12 0 3 15 62 0
N9 13 0 2 15 59 0
N13 11 0 4 15 67 0
N14 15 0 1 16 63 0
N33 19 0 1 20 64 0
N36 19 0 1 20 64 0
N18 22 1 1 24 63 4,17
N20 16 1 3 20 57 5
N24 19 1 0 20 65 5
N40 18 1 1 20 64 5
N5 12 1 2 15 57 6,67
N12 9 1 5 15 55 6,67
N15 17 2 1 20 63 10
N35 15 2 3 20 64 10
N39 11 2 7 20 64 10
N3 11 2 2 15 65 13,33
N22 17 3 0 20 59 15
N26 8 3 9 20 62 15
N8 9 3 3 15 65 20
N27 9 3 3 15 57 20
N32 10 4 6 20 65 20
N34 12 4 4 20 68 20
N23 8 4 7 19 52 21,05
N7 5 3 6 14 61 21,43
N1 5 3 5 13 61 23,08
N17 9 4 4 17 57 23,53
N21 10 5 5 20 57 25
N30 12 5 3 20 59 25
N4 5 4 6 15 61 26,67
N16 9 6 5 20 65 30
N2 6 5 4 15 61 33,33
N11 7 5 3 15 59 33,33
N25 8 8 4 20 57 40
N29 10 8 2 20 52 40
N37 10 8 2 20 64 40
N19 6 9 5 20 57 45
N31 2 10 8 20 63 50
N38 4 11 5 20 68 55
N28 2 15 3 20 53 75
N10 2 12 1 15 55 80
TOTAL 424 159 140 723 60,1 +4,2 21,99
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5. DISCUSSAO

A temperatura pivotal para Podocnemis expansa do Rio Araguaia
incubadas sob temperaturas constantes em laboratério foi de 33 . Em outros
trabalhos, com incubacdo no ambiente natural, diferentes temperaturas pivotais
foram encontradas para P. expansa, dentre elas 34,5 T para uma populagéao
do Rio Trombetas no Par4 (ALHO et al., 1984) e 32,5 C para uma populagéo
do Rio Caqueta na Colémbia (VALENZUELA et al., 1997). Em dois outros
estudos, com temperatura controlada e constante em laboratério, Valenzuela et
al. (2001c) encontraram 32,6 C e Lubiana & Ferreira Junior (2009) apontaram
33,5 € para uma populagdo do Rio Javaés na llha do Bananal (TO). Estas
variacdes dos resultados podem estar relacionadas as diferencas que existem
entre as populacdes, mesmo que estas possam apresentar algum fluxo génico
(SITES JUNIOR et al., 1999), e as diferentes latitudes e climas em que estas
se encontram. A temperatura pivotal para as tartarugas do Rio Javaés, que se
encontram mais préximas a linha do Equador, € maior que a encontrada para
os filhotes do Rio Araguaia, condizente com a variacao climatica entre as areas
(Figura 17). Este padrdo foi anteriormente reportado para outras espécies
como Chelydra serpentina, Chrysemys picta e Trachemys scripta (EWERT et
al. 1994, 2004).

Podocnemis expansa, possui uma elevada temperatura pivotal
(VALENZUELA, 2001c) assim como Podocnemis unifilis que possui
temperatura pivotal em torno de 32 T (SOUZA & VOGT, 1994), e Podocnemis
lewyana, 33,4 € (PAEZ et al., 2009). Esta caracteristica esta associada ao
habito destas espécies desovarem em praias abertas e arenosas, € na maioria
das vezes desprovidas de vegetacdo (ESCALONA & FA, 1998; FERREIRA
JUNIOR & CASTRO, 2003). Além disso, elas se distribuem geograficamente
pela zona tropical (PRITCHARD & TREBBAU, 1984; ALMONACID et al., 2007),
e, desta forma, a incubacdo dos ovos normalmente se d4 em altas
temperaturas. Isso promove a necessidade de uma temperatura pivotal mais
alta, com o intuito de evitar o nascimento apenas de fémeas e um

consequente desequilibrio populacional que inviabilizaria a ocupacgéo das areas
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(EWERT & NELSON, 1991; EWERT et al.,, 1994; STANDING et al., 1999;
EWERT et al., 2004).
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Figura 17: Temperaturas médias anuais nas duas areas de coleta, no Rio
Javaés mais ao Norte (29,5 ), e Rio Araguaia mais ao S ul (26,5 ).

Fonte: html://www.bestcountryreports.com/Temperature_Map_Brazil.html.
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Para os filhotes incubados em laboratério, existiu uma correlacdo
inversamente proporcional entre a duracdo da incubacdo e a temperatura da
incubacao de P. expansa como apontado por Lubiana & Ferreira Junior (2009).
Nas temperaturas mais elevadas de incubacéo (35,3; 36,1 e 36,9 C) foram
geradas 100% de fémeas que apresentaram uma menor duracdo de
incubacdo. De forma inversa, 100% dos machos foram gerados nas
temperaturas mais baixas (28,3 e 29,1 ), que apresentaram uma maior
duragdo da incubagdo. As maiores porcentagens de machos ocorreram nas
duragbes de incubacdo mais longas, acima de 48 dias, para os filhotes
incubados em laboratério.

Outro resultado deste trabalho com P. expansa do Rio Araguaia esta
relacionado a duracdo pivotal da incubacdo, calculada em 47 dias para a
incubacdo em laboratorio. A duracdo pivotal da incubagcdo de P. expansa
mostra uma grande influéncia do ambiente termal e deve ocupar uma posi¢céo
de destaque em relacdo a outros répteis com determinagédo sexual dependente
da temperatura. A duracdo da incubacdo de P. expansa deve ser uma das
menores entre as outras tartarugas. A duracdo da incubacdo obtida em
laboratério, deve ser acrescentado o numero de dias que os filhotes levam para
abandonarem os ninhos no ambiente natural. Para a tartaruga marinha Caretta
caretta sdo necessarios mais quatro dias apds a ruptura da casca e a emerséao
do ninho (MARCOVALDI et al.,, 1997 & MROSOVSKY et al.,, 1999). Outras
espécies, como aquelas do género Trachemys, que ocupam zonas temperadas
no Hemisfério Norte (ARESCO, 2004; TUCKER & PAUKISTIS, 1999), e T.
dorbignyi, no Rio Grande do Sul (BAGER et al., 2007), podem passar meses no
ninho, apos abandonarem completamente os ovos aguardando condi¢cfes
climaticas favoraveis. Por tanto, sdo necessarios estudos complementares para
avaliar o tempo decorrido por filhotes de P. expansa entre a ruptura do ovo e a
saida do ninho com o intuito de extrapolar os dados do laboratério para os
trabalhos de campo com ninhos naturais.

Outra dificuldade na projecéo da duracao pivotal da incubacgéo obtida em
laboratdrio para as condicbes de campo esta nas diferencas no ambiente

termal. Georges et al. (1994) apontaram que mudangas abruptas do clima
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podem alterar a embriogénese com reflexos na duragdo da incubacéo, ja que
em temperaturas mais elevadas ocorre um desenvolvimento embrionério
acelerado (PIEAU, 1982; MROSOVSKY et al., 1984). Deste modo a duragao
média da incubacao reflete 0 ambiente termal de todo o periodo e pode néo
contemplar variagbes climatica importantes para a determinacdo sexual
(GEORGES et al., 2004; GEORGES, 1989).

Na classificagdo do sexo dos filhotes gerados na natureza pela
morfometria geométrica as duracdes de incubacdo apresentadas situaram-se
acima de 55 dias, e as porcentagens de machos também foram elevadas na
maioria dos ninhos (Tabela 8). A razdo sexual favoravel aos machos é
condizente com o periodo de amostragem que foi restrito ao inicio do periodo
da eclosdo. Ninhos do inicio da estagdo reprodutiva estdo sujeitos a
temperaturas mais baixas, levando a um maior desenvolvimento de filhotes
machos e uma maior duracéo da incubacéo (FERREIRA JUNIOR et al., 2003b;
FERREIRA JUNIOR & CASTRO, 2003; BAPTISTOTTE et al., 1999). A
variacao da duracéo da incubacdo em uma semana foi pequena, o que refletiu
na razao sexual favoravel aos machos na grande parte dos ninhos.

Apesar das limitacdes impostas pelas variagfes climaticas, a correlacdo
entre a duracdo da incubag&o dos ninhos naturais e a razdo sexual sugere que
a duracdo da incubacédo pode ser usada como um indicativo para a razéo
sexual em projetos de longa duracdo e que envolvam um grande numero de
ninhos (MROSOVSKY et al.,, 1999). Para espécies de vida longa e longo
periodo reprodutivo sdo desejaveis estudos de longo prazo para que se possa
avaliar as influéncias naturais e antrOpicas sobre a estrutura da populacéo
(BURKE et al., 1995; CONGDON et al., 2000; BAGER et al., 2007).

Como dados laboratoriais e de campo relativos a duracédo da incubacéo e
a razdo sexual se correlacionaram, recomenda-se a realizacdo de trabalhos
para definicdo das duragOes pivotais da incubacdo em campo, utilizando um
namero maior de ninhos dentro de diferentes populacbes e em diversas
estacbes reprodutivas. A partir dos resultados serd possivel avaliar e
qguantificar os fatores ambientais (e.g. variagdes no clima) que influenciam a
razdo sexual e a duracdo da incubacdo (MARCOVALDI et al., 1997 e
MROSOVSKY et al., 1999).
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O baixo sucesso de ecloséo nas temperaturas mais altas e mais baixas é
atribuido ao limite termal apresentado por esta espécie, 0 que, por sua vez,
limita a area de ocorréncia e os ambientes de nidificacdo, restringindo a
distribuicdo geografica a zona tropical e a desova a praias abertas e
ensolaradas (ALMONACID et al., 2007).

5.1 Morfometria geométrica

A tentativa de individualizar o sexo de filhotes fotografados na natureza
através da morfometria geométrica, comparando-os aos filhotes sexados em
laboratério foi positiva tanto para as tartarugas do Rio Araguaia quanto para as
do Rio Javaés. Para a populacdo do Rio Araguaia foi possivel definir o sexo
dos filhotes eclodidos de ninhos naturais com um acerto total de 88,4%, para
os filhotes do Rio Javaés o acerto foi de 80,63%. Para ambas as populacdes e
na maioria dos ninhos amostrados a razdo sexual favoreceu os machos. Este
resultado esta relacionado ao curto periodo em que as fotografias dos filhotes
foram tiradas em campo (menos de uma semana). Além disto, as amostragens
foram feitas no inicio do periodo de ecloséo e os filhotes originarios de ninhos
desovados no inicio da temporada reprodutiva, o que pode explicar as longas
duracdes de incubacdo, j& que estes ninhos experimentaram temperaturas
menores (PEZZUTI & VOGT, 1999; FERREIRA JUNIOR et al., 2003b; VOGT &
BULL, 1982).

Filhotes de Podocnemis expansa recém-eclodidos em laboratério
apresentam dimorfismo sexual, confirmando os resultados anteriores de
Valenzuela et al. (2004) e Lubiana & Ferreira Junior (2009), sendo a diferenca
das carapacas revelada via analise da morfometria geométrica. Quando
comparadas, as grades de deformacdo das carapacas dos filhotes recém-
eclodidos dos rios Araguaia e Javaés mostraram algumas diferengas sutis
(Figura 14). As principais diferencas localizaram-se na regido dos escudos
vertebrais e proximos a nuca. De maneira geral as fémeas apresentam uma
carapaca mais domica que os machos, conferindo um maior volume corporal.

Um maior volume pode trazer vantagens reprodutivas as fémeas que poderiam
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produzir ninhadas com um numero maior de ovos (VALENZUELA et al., 2004;
HAYS, 2001).

Quando a forma da carapaca dos filhotes dos rios Javaés e Araguaia foi
comparada, excluindo-se o sexo como uma variavel, ndo foi possivel
individualiza-los pela sua localidade. Uma sobreposi¢cdo muito grande entre a
forma da carapaca dos filhotes inviabilizou a distingdo das duas areas (Figura
13). A distancia relativamente pequena, a auséncia de barreiras geograficas e
o fato de P. expansa ser uma espécie que migra por grandes distancias dentro
de uma mesma bacia hidrografica (VOGT, 2008) podem explicar esta
sobreposicao, pois estes fatores facilitam o fluxo génico entre as populagdes de
ambas as regides o que impede uma distingdo morfoldgica (SITES JUNIOR et
al., 1999). As diferencas genéticas entre as duas populacdes ndo seriam
suficientes para causar variagbes na morfologia dos cascos das duas
populacdes (BOCK et al. 2001).

Ao contrario do apontado por Myers et al. (2006), que separaram duas
populagdes de Trachemys scripta, no estado de llinois (EUA), ndo foi possivel
individualizar filhotes do Rio Araguaia e do Rio Javaés eclodidos no laboratério
pela forma da carapaca, via morfometria geométrica, quando comparados
machos e fémeas conjuntamente ou quando comparados apenas 0os machos
das duas populac¢des. Contudo, quando analisamos apenas as fémeas de
ambas as localidades geradas no laboratério, as duas popula¢des puderam ser
distinguidas.

A variagdo em campo na morfologia dos filhotes deve ser ainda maior
devido as oscilagbes da temperatura durante a incubacédo que podem levar a
um desenvolvimento heterogéneo da carapaca. Variacdes na temperatura
podem fazer com que parte do desenvolvimento dos embrides se dé nas
condicOes de geracéo de fémeas e parte na de machos (PIEAU, 1982). Como
resultado final, a carapaca dos filhotes pode apresentar elementos dos dois
sexos, o que dificultaria a distincdo do género (GUIX et al, 2001). A
morfometria geométrica pode ser considerada uma ferramenta eficiente na
diferenciacdo dos sexos, mas ndo foi adequada a separacédo das diferentes
populag@es de filhotes gerados em laboratorio em temperaturas constantes.

Apenas uma pequena parcela da forma da carapacga dos individuos é
explicada pelo sexo: 20,07% para os filhotes do Rio Araguaia e 10,53% para 0s
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filhotes do Rio Javaés. A porcentagem restante pode ser explicada por outros
elementos como a multipla paternidade e a influéncia genética da méae nos
filhotes, bem como a temperatura de incubacdo a qual os ovos sao submetidos
(VALENZUELA, 2000; VALENZUELA, 2001; YNTEMA & MROSOVSKY, 1982).

Os resultados mostram a possibilidade de aplicagdo da morfometria
geométrica em trabalhos de campo, projetos de manejo e estudos ecoldgicos
estimando com relativa seguranca a razédo sexual dos filhotes recém-eclodidos.
Esta extensdo, entretanto, apresenta limitacdes (e.g. separacdo entre as
populacbes) e cada populacdo deve, inicialmente, ser caracterizada
morfologicamente e testada quanto ao dimorfismo sexual. A extensdo da
funcdo discriminante da relagédo entre o sexo e a forma da carapaca de uma
populagédo para outra se mostrou inviavel (LUBIANA & FERREIRA JUNIOR,
2009). De maneira complementar, sugere-se a ampliagdo dos estudos
utiizando a morfometria geomeétrica, principalmente para filhotes recém-
eclodidos originados em ninhos naturais, avaliando-se a influéncia que a
variagdo da temperatura exerce na forma da carapaca. Um exemplo para a
aplicabilidade do método seria a de montar um banco de dados com as
analises de morfometria geométrica, diferenciando as mais diversas
populagdes, desde os filhotes até os adultos. Isto poderia auxiliar, por exemplo,
em apreensodes de cargas clandestinas, destinadas ao mercado de filhotes de
estimacdo ou de carne, em que, seria possivel confrontar os individuos
apreendidos com as informag8es do banco de dados e inferir a area de onde
0S animais seriam provenientes, evitando solturas indesejadas dentro de

populacdes distintas.
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CONCLUSOES

A temperatura pivotal encontrada para Podocnemis expansa do Rio
Araguaia, estado de Goias foi de 33 T e do Rio Javaé s, estado do Tocantins,
foi de 33,5 C.

A temperatura de incubacao influencia diretamente a duragao pivotal da
incubagcédo em P. expansa. Fémeas, geradas a temperaturas mais elevadas,
possuem um periodo de incubacdo mais curto em resposta a um metabolismo
mais acelerado. Enquanto machos possuem maior duragdo de incubacéo,
sendo gerados a temperaturas mais amenas.

A duracédo pivotal da incubacdo mostra-se como uma ferramenta eficaz
para a determinacdo da razdo sexual em P. expansa, porém trabalhos
complementares, com maior nimero amostral e em diferentes populagées,
tornam-se necessarios para a validagdo do método.

O sucesso de eclosdo também estd relacionado a temperatura de
incubacdo. Temperaturas extremas, abaixo de 28 T e acima de 37° C, séo
letais aos embrides.

O dimorfismo sexual de filhotes de P. expansa eclodidos em laboratério é
revelado pela morfometria geométrica em ambas as populacbes dos rios
Araguaia e Javaes.

O método da morfometria geométrica ndo € eficaz para separar
populagbes, porém se mostra eficiente para a sexagem de filhotes recém-
eclodidos na natureza sem a utilizacdo de métodos invasivos. Isto o torna
aplicavel em trabalhos de campo, projetos de manejo e estudos ecoldgicos
estimando com relativa seguranca a razao sexual dos filhotes recém eclodidos.

Sugere-se a ampliacdo do método em filhotes oriundos de ninhos naturais
avaliando a influéncia da temperatura na forma da carapaca e a caracterizagao
morfolégica de cada populacdo separadamente.

A andlise da morfometria geométrica deve ser mais explorada pelos
estudiosos e estendida a outras populacdes, pois, além de ser um método nédo
invasivo, & barato e de facil aplicacdo, muito eficiente e com grande
aplicabilidade em planos de manejo e conservacéo de populacoes.
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