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Resumo

O sexo das tartarugas marinhas é determinado pela temperatura de incubagdo. Estes animais
possuem um padrao “macho-fémea”, onde temperaturas de incubagdo mais baixas produzem
machos e temperaturas mais altas produzem fémeas. A temperatura pivotal produz uma
proporc¢do equilibrada entre os sexos e varia entre espécies e entre populacdes da mesma
espécie. As praias de nidificacdo podem apresentar varias zonas térmicas que podem assim
influenciar o sex-ratio das posturas. As crias recém-eclodidas de tartarugas marinhas nao
possuem caracteristicas externas que possam ser usadas para a identificacdo do sexo, sendo o
método de sexagem mais preciso a identificacdo histoldgica das gbénadas, que obriga ao

sacrificio das crias ou a recolha de individuos mortos nas praias.

O estudo decorreu na ilha de Poildo (10°52’N, 15°43’W), Guiné-Bissau, entre 18 de Agosto e 22
de Novembro de 2013 e teve como principal objectivo determinar a influéncia da localizacdo do
ninho (exposto, na floresta e na transicdo entre os dois habitats) no sex-ratio das posturas de
tartaruga-verde (Chelonia mydas). Foram monitorizadas as temperaturas de incubacdo de 45
ninhos, através de registadores automaticos de temperatura (data loggers) e determinados os
sexos das crias (4,86 + 0,58 por ninho) através da analise histoldgica das génadas. Também foi
estimada a proporcdo de sexos entre as crias que nascem em toda a ilha, através da andlise
histolégica das gdénadas dos recém-eclodidos recolhidos e mortos por diferentes causas
naturais. Para todos os ninhos foram ainda estimados os seguintes parametros reprodutores:
periodo de incubagdo, dias na areia, tamanho da postura, sucesso de eclosdo, sucesso de

emergéncia e profundidade do ninho.

O periodo de incubacdo variou consoante o local do ninho, sendo mais longo em zonas de
floresta. As crias que nasceram em ninhos de zonas expostas foram maioritariamente fémeas,
sendo que na maioria destes ninhos (67%) encontrdmos apenas fémeas. Em 71% dos ninhos da
floresta foram encontrados apenas machos. Em Poildo o local do ninho tem influéncia no sex-
ratio da populagdo de C. mydas, uma vez que a produgao de machos depende do

ensombramento proporcionado pelas zonas de floresta.

Com o aquecimento global previsto no futuro, a conservacao da floresta litoral terd uma elevada

importancia para o equilibrio dos sexos destas populacdes.

Palavras-chave: Temperatura de incubagao; Sex-ratio; Guiné-Bissau; Floresta; Chelonia mydas.



Abstract

The sex of turtles is determined by the incubation temperature. These animals have a “male-
female” pattern in such a way that lower incubation temperatures produce males while higher
temperatures produce females. The pivotal temperature produces a balanced sex-ratio. This
temperature varies among species and among populations of the same species. Nesting beaches
may have several zones with different temperatures each, thus producing different sex-ratios.
Hatchlings of sea turtle do not have external features that can be used to identify its gender.
The most accurate method of sexing is by histological identification of the gonads, which

requires euthanizing or collecting individuals killed on the beaches.

The study took place on the island of Poildo (10°52’N, 15°43’W), Guinea-Bissau, between 18th
August and 22nd November 2013, with the main goal of determining the influence of the
location of the nest (in areas exposed to the sun, sheltered in the forest or in the transition
between the two habitats) on the sex-ratio of the clutches of Green Turtle (Chelonia mydas).
Incubation temperatures of 45 nests were monitored by loggers and the sex of the offspring of
these nests was determined by histological analysis of the gonads (4.86 + 0.58 hatchlings per
nest). The proportion of sexes of the turtles that hatch throughout the whole island was also
estimated by histological analysis of the gonads of hatchlings that were killed by various natural
causes. Several breeding parameters were also estimated for all the nests: incubation period,
days in sand (from hatching until emergence), clutch size, hatching success, emergence success

and depth of the nest.

The incubation period varied depending on the location of the nest, being longer in forest areas.
Hatchlings from nests in exposed areas were mostly females. In the majority of these nests
(67%), only females were found. On the contrary, only males were found in 71% of the nests on
the forest. In Poildo, nesting sites have a strong influence in the sex-ratio of the clutches of C.
mydas, since the production of males is strongly dependent on the shadow provided by the

forest areas.

Considering the current global warming, conservation of coastal forest will have a high

importance for the balance of sexes of this turtle population.

Key-words: Incubation temperature; Sex-ratio; Guinea-Bissau; Forest; Chelonia mydas.
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Introdugao

As tartarugas marinhas sao um dos grupos animais mais ameacados a nivel mundial, visto que
actualmente todas as espécies tém um estatuto de conservacdo desfavoravel. As principais
causas para o declinio destas espécies sdo: o consumo de adultos e dos ovos pelos seres
humanos, a pesca acidental (bycatch), a poluicdo das praias e oceanos, a alteracdo e reducdo
das praias de nidificacdo e as alteragdes climaticas (Broderick et al. 2006; Hamann et al. 2010).
Uma das principais estratégias de conservacdo direcionada as tartarugas marinhas tem sido a
proteccdo das praias de nidificacdo, visto que entre as accOes possiveis € uma das mais
praticdveis e com mais visibilidade para o publico. Estas estratégias tém especial importancia
em paises tropicais e subtropicais, uma vez que a maioria das espécies de tartarugas marinhas
nidificam nestas regides e todas apresentam grande fidelidade para os locais de nidificacdo e de

alimentacdo (Limpus & Miller 1993; Arthur et al. 2008).

A determinacdo do sexo pela temperatura de incubacdo (TSD - Temperature-dependent Sex
Determination) foi descrita pela primeira vez numa espécie de lagarto por Charnier (1966).
Desde entdo, ja foi reportada numa grande variedade de répteis, incluindo todos os crocodilos,
a maioria das tartarugas, alguns lagartos e a tuatara (Sphenodon spp.) (Raynaud & Pieau 1985;
Cree et al. 1995). Nas tartarugas marinhas, a TSD foi descrita pela primeira vez em tartaruga-
comum, Caretta caretta (Yntema & Mrosovsky 1980). Desde entdo, ja foi descrita para todas as
espécies de tartarugas marinhas actuais (Wibbels 2003). A ocorréncia de TSD em grupos
primitivos de répteis como as tartarugas levou alguns investigadores a afirmar que a TSD é uma
forma ancestral de determinagdo do sexo, e que os sistemas de determinagdo do sexo das aves
e mamiferos se desenvolveram a partir deste (Marshall & Shetty 2001). A TSD tem o potencial
de gerar uma grande variedade de sex-ratios (Wibbels 2003), mas as vantagens evolutivas deste
potencial ndo sdo completamente claras, apesar de existirem varias hipdteses para a sua
manuten¢do em muitas espécies de répteis (Girondot & Pieau 1999). Warner & Shine (2008)
mostraram experimentalmente que a TSD é favorecida pela selec¢do natural, pois a temperatura
de incubacdo afecta diferentemente a fitness de cada sexo. Apesar da grande variedade de
répteis com TSD, o efeito de uma determinada temperatura pode variar dependendo da espécie
(Ewert et al. 1994). Ja foram documentados diferentes padrdes de determinagdo do sexo e, no
caso das tartarugas marinhas, todas apresentam o padrdo “macho-fémea” (MF), no qual
temperaturas de incubagao mais baixas produzem machos e temperaturas mais altas produzem
fémeas (Yntema & Mrosovsky 1980; Godfrey et al. 1999; Broderick et al. 2000; Godley et al.
2002).



A gama de transicdo de temperaturas (TRT - Transitional Range of Temperatures) é o intervalo
de temperaturas onde o sex-ratio muda de 100% machos para 100% fémeas ou vice-versa. No
caso do padrao MF das tartarugas marinhas, temperaturas acima do TRT produzirdo sé fémeas
e temperaturas abaixo do TRT produzirdo sé machos (Eckert et al. 1999; Wibbels 2003). O TRT
pode variar entre 1 a 3 °C, dependendo da espécie e populagdo (Wibbels 2003). Sensivelmente
a meio do TRT hd uma temperatura referida como a temperatura pivotal, a qual é produzida
uma propor¢do equilibrada dos dois sexos. Esta temperatura pode variar entre espécies e entre
populacdes da mesma espécie (Mrosovsky 1994), tal como o TRT (Chevalier et al. 1999). Em
geral, as temperaturas pivotais estimadas para tartarugas marinhas correspondem a um
intervalo estreito, de aproximadamente 27,7 °C e 31 °C, dependendo da espécie e do estudo,
mas a maioria situa-se entre 29 - 30 °C (Mrosovsky 1994; Wibbels et al. 1998; Godley et al. 2002).
Estas temperaturas foram geralmente estimadas a partir da incubagdo em laboratdrio de ovos
mantidos sob diferentes temperaturas constantes, ndo sujeitos por isso as variacées diarias e

sazonais das temperaturas que ocorrem no ambiente natural (Georges et al. 1994).

Nas espécies com TSD, as mudancas de temperatura afectam a determinacdo do sexo apenas
durante um certo periodo da incubacdo. O periodo termo-sensivel (TSP - Thermosensitive
Period) foi definido como o intervalo de tempo em que qualquer tipo de variacdo de
temperatura mostra ter algum efeito significativo na proporc¢ado entre os dois sexos (Merchant-
Larios et al. 1997). Nas tartarugas marinhas foi demonstrado que o TSP decorre durante o
segundo terco do periodo de incubacdo; depois deste periodo, a determinacdo do sexo é

irreversivel (Yntema & Mrosovsky 1982).

Existem vdrios factores que afectam a temperatura de incubagdo e por conseguinte o sex-ratio
das tartarugas marinhas: a latitude, a variagdo sazonal das temperaturas, o ensombramento dos
ninhos, a cor da areia, a humidade e a profundidade a que a postura se encontra (Broderick et
al. 2000; Hays et al. 2001; Godley et al. 2002; Houghton et al. 2007; Fuentes et al. 2010). O
tamanho da postura também pode afectar a temperatura de incubacgdo, porque o calor
produzido pelo metabolismo dos embrides em desenvolvimento faz com que as temperaturas
do interior da postura e de todo o ninho sejam diferentes das da areia envolvente (Yntema &
Mrosovsky 1980; Godfrey et al. 1997). Assim, quanto maior a quantidade de embriGes em
desenvolvimento, maior serd o efeito do calor metabdlico (Zbinden et al. 2006). Este
aquecimento tem geralmente inicio durante o periodo termo-sensivel, tendo entdo elevada
influéncia no sex-ratio (Godfrey et al. 1997). O consumo de oxigénio e a producdo de calor
metabdlico ao longo do tempo tém no entanto um padrdo de variagdo sigmoide, atingindo o

maximo na eclosdo (Matsuzawa et al. 2002).
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Previsao do sex-ratio através de métodos directos

A laparoscopia é um método de sexagem que consiste na identificacdo das caracteristicas
externas das génadas através de uma sonda (laparoscdpio); esta técnica sé funciona em juvenis,
quando a goénada ja estd bem diferenciada e é uma técnica dificil de executar no terreno

(Chaloupka & Limpus 2005).

As crias recém-eclodidas de tartarugas marinhas ndo possuem caracteristicas externas que
possam ser usadas para a identificacdo do sexo (Bull 1980). O aspecto das génadas das crias de
tartarugas marinhas depende do tempo que estes animais levam a eclodir e a emergir a
superficie da areia e estas aparecem como uma estrutura esbranquicada e alargada na superficie
ventral do rim (ver Anexos - Figura 1). Alguns investigadores sugeriram que esta morfologia
externa da gdénada seria suficiente para a identificacdo do sexo do animal (McCoy et al. 1983;
Wibbels et al. 1998); no entanto estudos mais recentes refutaram esta hipotese (Mrosovsky &

Benabib 1990; Mrosovsky & Godfrey 1995).

O método de sexagem mais preciso continua a ser a dissecacdo das génadas e posterior
identificacdo histolégica (Mrosovsky & Benabib 1990; Mrosovsky & Godfrey 1995). Nos cortes
histoldgicos ja sdo visiveis as diferencas entre as génadas (Miller & Limpus 1981). No ovario o
cortex é bem desenvolvido e diferenciado em células de forma colunar espacadas, com células
germinais perto da membrana basal. A medula é densa, mal organizada e ndo possui tubulos
com lumen aberto. No testiculo, o cortex é quase inexistente, aparecendo como células
escamosas posicionadas préximas da tunica albuginea. A medula é organizada e preenchida com
tubulos seminiferos com células germinais situadas perto da membrana interna (Miller & Limpus
2002). Para além da gdénada, os ductos paramesonéfricos também podem ser usados para a
distincdo entre os sexos (Ceriani & Wyneken 2008). O ducto das fémeas (futuro oviducto) é recto
e corre ao longo da parte posterior do rim. Em sec¢do transversal histoldgica, o limen deste
ducto é aberto e forrado com células colunares que assentam numa membrana basal distinta.
O mesentério suspenso é longo e fino. Pelo contrdrio, na maioria dos machos o ducto
praticamente perdeu o seu limen, uma vez que as células comeg¢am a degradar-se ainda durante
a incubagdo. As células deste ducto sdo, assim, densas e desorganizadas e a ligagao ao rim é
curta e larga (Eckert et al. 1999; Miller & Limpus 2002). Apesar do método histoldgico ser o mais
preciso para a determinagdo do sexo em tartarugas marinhas, ndo é infalivel na identificagdo do
Sexo nos casos anormais, como a existéncia de gonadas intersexo (com caracteristicas de ambos

os sexos). Este método obriga ainda ao sacrificio das crias ou a recolha de individuos mortos nos
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ninhos ou nas praias (Godley et al. 2002; Kaska et al. 2006). O método histoldgico também é

utilizado para a calibragdo dos métodos indirectos (Mrosovsky & Benabib 1990; Wibbels 2003).

A viabilidade de uma técnica de sexagem eficaz e ndo letal iria aumentar a capacidade de
previsdo do sex-ratio nas populacdes de tartarugas marinhas, principalmente nas mais
ameacadas. Foram propostos métodos menos invasivos que os anteriores, como a analise dos
niveis de hormonas sexuais no sangue (Owens et al. 1978) ou no liquido amnidtico (Gross et al.
1995). No entanto estas técnicas sdo dispendiosas e apenas resultam em crias mais velhas,

devido a elevada quantidade de material bioldgico necessario (Gross et al. 1995).

Previsao do sex-ratio através de métodos indirectos

Para estimar o sex-ratio de populacdes de tartarugas marinhas, a dificuldade na sexagem dos
individuos e o dilema ético associado ao sacrifico das crias levou ao desenvolvimento de uma
variedade de métodos indirectos. Os métodos mais utilizados sdo: a medicdo da temperatura
da areia (Glen & Mrosovsky 2004; Hawkes et al. 2007), a estimativa do periodo de incubacdo
(Marcovaldi et al. 1997; Zbinden et al. 2007) e a medicdo da temperatura de incubacdo
(Broderick et al. 2000; Godley et al. 2001). No entanto, numa fase inicial estes métodos também
requerem o sacrificio de crias para a obtencdo de uma estimativa das temperaturas pivotais e
TRTs especificos das praias. Se estes parametros forem conhecidos para a populacdo de
tartarugas marinhas em estudo, a previsdo do sex-ratio dessa populagao com base nos métodos

indirectos é mais robusta (Wibbels 2003).

A temperatura da areia esta sujeita a variacGes sazonais e didrias (Limpus et al. 1983),
determinadas por eventos mais ou menos previsiveis, como por exemplo a precipitacdo, que
diminui a temperatura, principalmente em regides tropicais (Houghton et al. 2007). A medicdo
da temperatura da areia ndo é o método mais correcto para estimar o sex-ratio, uma vez que o
registo desta temperatura ndo corresponde exactamente ao que se passa no interior dos ninhos,
ndo registando a influencia dos factores abidticos como a humidade, profundidade, entre
outros, ou do tamanho da postura. Por outro lado, hd uma variagao térmica importante entre
as diferentes zonas das praias (Marcovaldi et al. 1997). Para a estimativa do sex-ratio com base
nas temperaturas da areia, os termdmetros devem ser colocados o mais préximo possivel dos

ninhos para reduzir a diferenca entre as temperaturas registadas e as de incubacao.

Para além dos efeitos na determinag¢do do sexo, o0 aumento da temperatura da areia também

acelera o desenvolvimento embrionario das crias e reduz o periodo de incubagdo dos ovos.
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Ninhos mais quentes tipicamente incubam mais rapido e produzem mais fémeas, enquanto
ninhos menos quentes tém um periodo de incubacdo mais longo e produzem mais machos
(Limpus et al. 1983; Godfrey et al. 1999; Broderick et al. 2000). A durag¢do de incubacgdo é assim
também usada para estimar o sex-ratio dos recém-eclodidos, e o periodo de incubacao pivotal
que produz um sex-ratio equilibrado pode ser calculado (Marcovaldi et al. 1997; Mrosovsky et
al. 1999). O método mais utilizado para estimar o sex-ratio através do periodo de incubagao foi
proposto por Marcovaldi et al. (1997), e consiste numa fungdo calculada a partir de posturas
incubadas a diferentes temperaturas em laboratério e que relaciona o periodo de incubac¢do dos
ovos com o sex-ratio. Actualmente esta funcdo tem em conta o intervalo de dias adicional entre
a eclosdo e a emergéncia dos recém-eclodidos que ocorre na natureza (Mrosovsky et al. 1999).

No entanto, este intervalo é varidvel e dificil de calcular com precisdo na natureza.

A forma mais fidedigna de estimar indirectamente o sex-ratio das posturas de tartarugas
marinhas é através do registo das temperaturas de incubacdo no interior dos ninhos. Estas ja
incluem o acréscimo provocado pelo calor metabdlico produzido pelos embriGes (proporcional
ao tamanho da postura) e a influéncia da profundidade, ensombramento, tipo da areia e
variagOes didrias e sazonais (exemplo, precipitacdo) nestas temperaturas (Mrosovsky 1994;
Godfrey et al. 1997; Broderick et al. 2000; Wibbels 2003). Para o registo das temperaturas de

incubacdo e da areia sdo utilizados registadores automaticos de temperatura (data loggers).

A variacdo da temperatura pivotal entre diferentes areas geograficas pode também complicar

as estimativas do sex-ratio com base nos métodos indirectos (Mrosovsky 1988).

Influéncia da localizagdo do ninho no sex-ratio

As praias de nidificacdo podem apresentar varias zonas térmicas (zonas de vegetacdo, expostas
ao sol, entre outras) que podem influenciar o sex-ratio das posturas, pois as temperaturas da
areia variam com a proximidade a linha de maré, floresta, etc (Mrosovsky & Provancha 1992). O
local da postura influencia também o ambiente hidrico e térmico dos ninhos, afectando as trocas
gasosas entre a cdmara de ovos e o exterior (Ackerman 1980), o calor metabdlico (Broderick et

al. 2001) e a taxa de predacdo (Spencer 2002).

Na seleccdo do local do ninho, as tartarugas marinhas tendem a preferir zonas especificas da
praia (Whitmore & Dutton 1985; Hays et al. 1995; Dobbs et al. 1999), embora ndo se saiba ao
certo o que determina essa selec¢do (Wood et al. 2000), que pode variar entre espécies e dentro

da mesma espécie (Mortimer 1990). Por exemplo, as posturas de tartarugas verdes C. mydas
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ocorrem maioritariamente em zonas acima da linha de maré alta e com vegetacdo herbacea
(Wang & Cheng 1999), sendo o sucesso de eclosdo maior nestas zonas (Turkozan et al. 2011). As
caracteristicas do habitat e o microambiente dos ninhos tém influéncia no desenvolvimento,
sucesso de eclosdo, sucesso de emergéncia e sex-ratio dos recém-eclodidos (Yntema &
Mrosovsky 1980; Weisrock & Janzen 1999; Wibbels 2003). Os sucessos de emergéncia e de
eclosdao dependem da interaccao de vdrios factores abidticos e bidticos e variam entre espécies
e populacdes de tartarugas marinhas (Hirth 1980). Em climas tropicais quentes, ninhos
completamente expostos ao sol tém temperaturas de incubagdo préximas dos limites letais,
resultando num sucesso de eclosdo baixo e numa producdo desequilibrada no sentido das
fémeas (Tiwol & Cabanban 2000). Em geral, ninhos colocados em zonas de vegetacdo densa
terdo temperaturas mais baixas e produzirdo mais machos que ninhos em zonas abertas (Spotila
et al. 1987). Dependendo da praia escolhida por C. mydas para nidificar na ilha Heron, na
Australia, a proporg¢do de fémeas pode variar entre 30 a 63% (Limpus et al. 1985). Uma situagdo
semelhante ocorre na ilha de Ascensdo, com praias que podem atingir diferencas térmicas de

2,6 °C (Hays et al. 1999).

Impactos do aquecimento global nas tartarugas marinhas

Entre todas as praias onde o sex-ratio das crias de tartarugas marinhas foi avaliado nota-se uma
predominancia das que produzem sex-ratios desequilibrados no sentido das fémeas (Kaska et
al. 1998; Broderick et al. 2000; Godley et al. 2001), com algumas tendéncias extremas, como por
exemplo C. caretta na Florida com uma propor¢do de fémeas maior que 93% (Hanson et al.
1998). Para nenhuma populacdo de tartarugas marinhas estd descrito um sex-ratio

desequilibrado no sentido dos machos (Wibbels 2003).

O aquecimento global em curso pode vir a contribuir para um declinio acentuado das
populagdes de tartarugas marinhas, uma vez que pode provocar alteracGes nas fontes de
alimento e nutrientes disponiveis, nos habitats de alimentacdo e nidificacdo, assim como na
reproducdo e no sex-ratio destes animais (Hawkes et al. 2009). Este desequilibrio ja se comeca
a verificar actualmente, com poucos sitios chave com condicGes ideais para a producdo de
machos (Kaska et al. 2006). Este desequilibrio na proporgdo dos sexos ird aumentar se as
temperaturas continuarem a subir (Zbinden et al. 2007; Fuentes et al. 2010). Contudo, os
desvios para o sexo feminino sdao uma ameaga menor em relagdo ao que acontece com espécies
onde os desvios se processam no sentido dos machos, como alguns crocodilos e a tuatara.

Alguns modelos mostram que a taxa intrinseca de crescimento demografico pode até ser
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reforcada se os desvios do sex-ratio forem no sentido da producdo de mais fémeas, e alguns
investigadores tém até sugerido que os sex-ratios das populacdes ameacadas deveriam ser
manipulados artificialmente para produzir um desvio para a producdo de fémeas (Mitchell et al.

2010).

Tartaruga-verde, Chelonia mydas

A espécie alvo deste estudo, a tartaruga-verde (Chelonia mydas, Linnaeus 1758) esta ameacada
mundialmente, encontrando-se classificada como “em perigo de extincdo” pela Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN 2012) e listada no anexo | da Convencéo
sobre o Comércio Internacional das Espécies da fauna e flora Selvagens Ameacadas de Extin¢do
(CITES) (Seminoff 2004). As estimativas mais recentes apontam para uma reducdo a nivel global
de 48% a 67% das populagdes de C. mydas ao longo das trés ultimas geragdes (~130 anos)
(Seminoff 2004). O declinio das populacGes de tartaruga-verde deve-se principalmente a
sobreexploracdo dos seus ovos e da sua carne, a morte acidental relacionada com a pesca e a
degradacdo do seu habitat marinho e de nidificacdo (Chaloupka et al. 2008; Varghese et al.
2010).

Tal como para outras espécies de tartarugas marinhas, a atribuicdo deste estatuto estd longe de
ser consensual, visto que muitas das maiores populacdes nidificantes de C. mydas do Atlantico
tém aumentado nos ultimos 20 - 30 anos (Broderick et al. 2006). Na verdade, a tartaruga-verde
tem uma distribuicdo global muito ampla, ocorrendo em d4guas tropicais e subtropicais dos
oceanos Atlantico, Pacifico e indico (Seminoff 2004). Algumas populacdes contam com milhares
de individuos reprodutores, como a de Tortuguero, na Costa Rica (Bjorndal et al. 1999) e a da
Ilha de Ascensdo, no Reino Unido (Godley et al. 2001). Na Guiné-Bissau, esta espécie de
tartaruga marinha é a mais abundante, mas a maior parte da populagdo concentra-se num Unico

local, nailha de Poildo (Catry et al. 2009).

A tartaruga-verde possui uma cabega pequena e redonda, com um par de escamas pré-frontais,
enquanto a maioria das espécies possuem dois pares. A carapaga possui quatro pares de placas
laterais justapostas e pode chegar a medir mais de 130 cm de comprimento (Pritchard 1999).
Em C. mydas a coloracdo da carapaca é muito variavel, podendo alterar-se com o tempo. As crias
sdo brancas ventralmente e pretas dorsalmente. Os juvenis e adultos tém carapacas que variam
do verde-cinza a uma mistura entre preto e castanho (Wyneken & Witherington 2001). E a

segunda maior tartaruga marinha actualmente existente, depois da tartaruga-de-couro
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(Dermochelys coriacea, Vandelli 1761), apesar do tamanho ser bastante varidvel de umas
populagdes para outras. Em média, o peso dos animais adultos varia entre 70 e 250 kg (Catry et

al. 2010).

Em C. mydas a variabilidade interpopulacional das temperaturas pivotais ronda os 2 °C (Godfrey
1997). Até a data existem poucos estudos com a estimagdo da pivotal para esta espécie (Tabela
1). O periodo de incubacgdo na ilha de Ascensao e Chipre para C. mydas é 2 56 dias (Broderick et
al. 2000; Godley et al. 2002). Em relacdo ao calor metabdlico em Ascensdo para C. mydas, em
média este factor aumenta a temperatura do ninho entre 0,07 - 2,86 °C em todo o periodo de

incubacdo e em 0,07 - 2,61 °C no periodo termo-sensivel (Broderick et al. 2001).

Tabela 1. Valores das temperaturas pivotais para varias populagGes de C. mydas. Adaptado de
Godfrey & Mrosovsky (2006).

Populagdo Temperatura pivotal °C Referéncia

Estudos em laboratério

Suriname (1983) 28,8 Mrosovsky et al. 1984
Suriname (1983 & 1995) 29,2 Godfrey & Mrosovsky 2006
Sarawak <29,5 Leh et al. 1985
Austrdlia <29 Miller & Limpus 1981
Estudos na natureza
Costa Rica 28 -30,3 Standora & Spotila 1985
Ilha de Ascensdo 28,8 Godley et al. 2002
Norte do Chipre e Turquia 28,7 Kaska et al. 1998
Norte do Chipre 28,7 -29,2 Broderick et al. 2000

Existem poucas estimativas do sex-ratio das posturas de C. mydas em condigdes naturais,
especialmente para regides tropicais e subtropicais. Foi estimada uma producdo de 64% de
fémeas para o Suriname (Godfrey et al. 1996) e de 75% para a llha de Ascensdo (Godley et al.

2002).

Quando emergem dos ninhos, as crias de tartaruga-verde dirigem-se para alto mar, onde
passam os primeiros tempos da sua vida, mas quando atingem cerca de 25 cm de comprimento
da carapaca deslocam-se para locais abrigados e pouco profundos da costa (zona neritica), ricos
em algas. Nesta zona passam a ocupar um nicho de alimentag¢do bentdnico, em vez do nicho
pelagico que ocupavam no oceano. C. mydas é a Unica tartaruga marinha herbivora,

alimentando-se de macroalgas e de fanerogamicas ap0ds a fase peldgica. Assim, esta espécie tem
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um importante papel no efeito da reciclagem de nutrientes e na estrutura da comunidade de

algas (Bjorndal et al. 1997).

No caso da espécie C. mydas, a maturacgdo sexual depende do local e/ou dieta e pode demorar
muito tempo a ser atingida, com estimativas entre 25 - 40 anos em areas temperadas e no
Pacifico (Bjorndal et al. 2000; Chaloupka et al. 2004), de 15 - 19 anos para as llhas Caimao (Bell
et al. 2005) e de 14 - 22 anos para Porto Rico (Patricio et al. 2014). Os adultos vivem
temporariamente na zona oceanica, durante as migraces das dreas de alimentacdo para as de
reproducdo. As fémeas permanecem junto das praias de nidificacdo durante o periodo entre

posturas (Dizon & Balazs 1982).

As fémeas de tartaruga-verde nidificam normalmente em intervalos de 2 a 4 anos, depositando
em média trés posturas por época de desova, em intervalos de 10 - 17 dias. O tamanho das
posturas pode ser muito varidvel, quer entre populac¢des e individuos, ou mesmo entre as varias
posturas de uma mesma fémea (Broderick et al. 2003). Na Guiné-Bissau, a tartaruga-verde
nidifica essencialmente durante a época das chuvas, entre Julho e Novembro. Em Poildo, as
desovas sdo mais abundantes em Agosto e Setembro e bastante escassas nos restantes meses

do ano (Catry et al. 2010).

Para a maioria das populagbes a oviposicdo decorre no periodo da noite. Os ovos sdo
depositados em camaras, cuja profundidade varia entre 60 - 90 cm. O numero de ovos por
postura varia entre 50 a 150. Depois de 56 a 60 dias de incubag¢do, dependendo da temperatura
e da humidade do local, as tartarugas eclodem e movimentam-se em dire¢cdo ao mar (Miller

1997).

A percentagem de crias de tartaruga marinha que sobrevive logo apds a eclosdo é muitas vezes
reduzida, uma vez que ao longo da viagem do ninho até ao mar podem ser predadas por animais
como caranguejos (Tomillo et al. 2010), répteis (Fortes et al. 1998), aves (Toland 1991) e
mamiferos (Mendonca et al. 2010); outras ficam presas nas rochas ou morrem soterradas. Em
relacdo a predacdo, na ilha de Poildo as tartarugas verdes recém-eclodidas sdo frequentemente
predadas pelo caranguejo-fantasma (Ocypode cursor, Linnaeus 1758) que ataca

maioritariamente as zonas da cabeca e/ou pescogo destas tartarugas (Tomillo et al. 2010).
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O objectivo principal deste trabalho foi perceber de que forma o tipo de habitat escolhido para
a escavacdo do ninho pode influenciar o sex-ratio das posturas de Chelonia mydas (Linnaeus

1758) na ilha de Poildo, Guiné-Bissau.

Como objectivos secundarios tentou perceber-se se: 1) os parametros reprodutores e o efeito
do calor metabdlico variam entre os habitats de nidificacdo e, consequentemente, se
influenciam a producdo de machos e fémeas desta espécie de tartaruga marinha; e 2) a
estimativa do sex-ratio através da medicdo de temperaturas de incubacdo (um método
indirecto) se aproxima da estimativa efectuada pela disseca¢cdo das gdénadas dos recém-

eclodidos (método directo).

Para estimar o sex-ratio das posturas de C. mydas em cada habitat, foram monitorizadas as
temperaturas de incubacdo dos ninhos e mais tarde determinados os sexos de uma amostra das
crias nestes ninhos, através da analise histoldgica das génadas. O sex-ratio das crias produzidas
por esta populacdo foi calculado também com base na andlise histoldgica das gdénadas de

tartarugas recém-eclodidas mortas por causas aleatdrias nas praias.
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Metodologia

Area de estudo

O trabalho foi realizado na ilha de Poildo (10°52°N, 15°43°W), no Parque Nacional Marinho de
Jodo Vieira - Poildo (PNMJVP), situado no extremo sudeste do Arquipélago dos Bijagds, Guiné-

Bissau (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Localizacdo da ilha de Poildo no Arquipélago dos Bijagds e no Parque
Nacional Marinho de Jo3o Vieira - Poildo (JVPMNP) na Guiné-Bissau. Autoria: Rita

Patricio.

O Parque existe desde 2000 e é gerido pelo Instituto da Biodiversidade e das Areas Protegidas
da Guiné-Bissau (IBAP) desde 2004. Cobre uma superficie de 495 km? e inclui 4 ilhas principais
(Jodo Vieira, Cavalos, Meio e Poildo) e 2 ilhéus (Cabras e Aweto). O Parque tem como principais
objectivos a protec¢do da biodiversidade e dos ecossistemas insulares e a conservagdo das
tartarugas marinhas e das aves aquaticas coloniais. A excepgdo de Jo3o Vieira, as restantes ilhas
do Parque sdo desabitadas. No entanto, sdo periodicamente utilizadas para a cultura de arroz,

a colheita de produtos de palmeira e a realiza¢cdo de cerimodnias religiosas.

Poildo é vigiada por patrulhas de barco durante todo o ano de forma a manter a protec¢do
daquele territério. Esta ilha, com aproximadamente 43 ha, tem pouco mais que 1000 m de
comprimento ao longo do maior eixo e pouco relevo. Estd rodeada por uma zona subtidal
rochosa que, durante a maré baixa, impede o acesso as praias na quase totalidade do seu

perimetro litoral. As praias arenosas ocupam 2,3 km dos 4 km de costa. O interior da ilha estd
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coberto por uma floresta tropical hiumida e muito densa. O clima é tropical de monc¢do, sendo a
época das chuvas bem definida, entre Maio e Novembro (Catry et al. 2009). Na ilha as espécies
de flora predominantes sdo: as arvores Poildo (Ceiba pentandra), Cabaceira (Adansonia digitata)
e Figueira (Ficus exasperata) ou Po-di-lixa (em crioulo); o arbusto Trés-folhas (Allophylus

africanus) e, nas praias, a planta rasteira Lacacon (em crioulo) (Ipomoea pes-caprae).

Legenda:

1

I:I Floresta utilizada para nidificacio
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Figura 2. llha de Poildo com a indicacdo das praias monitorizadas: Farol (A), Acampamento Oeste (B),
Acampamento Este (C) e Cabaceira (D). Mapa produzido no software ArcGis. Autoria: Rita Patricio.

O numero de ninhos de tartaruga-verde que é depositado em Poildo por ano pode variar entre
7.000 e 29.000 (Catry et al. 2009). Esta ilha é o terceiro local mais importante para a nidificacdo
da tartaruga-verde em todo o Atlantico, depois de Tortuguero na Costa Rica (Bjorndal et al.
1999) e da ilha de Ascensdo (Godley et al. 2001), sendo um dos 12 locais mais importantes do
mundo para esta espécie (Spotila 2004). Devido a elevada densidade de ninhos, Poildo tem sido
foco de vdrios estudos ao longo das ultimas duas décadas, e sendo C. mydas uma espécie em
perigo de extingdo é acrescido o valor desta ilha para a sua conservag¢do. Poildo apresenta
também registos de desova para a tartaruga-de-escama (Eretmochelys imbricata, Linnaeus

1766) (Catry et al. 2010).
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Existem em Poildo varios predadores de ovos e recém-eclodidos de tartarugas marinhas: varano
(Varanus niloticus, Linnaeus 1758), caranguejo-fantasma (Ocypode cursor, Linnaeus 1758),
caranguejo do género Cardisoma, caranguejo da familia Grapsidae, abutre-das-palmeiras
(Gypohierax angolensis, Gmelin 1788), corvo-malhado (Corvus albus, Muller 1776), rola-do-mar
(Arenaria interpres, Linnaeus 1758) e pilrito-das-praias (Calidris alba, Pallas 1764) (Catry et al.
2010). Todos ja foram observados a predar os ovos e as tartarugas recém-eclodidas, mas os
caranguejos-fantasma sdo os que terdo mais impacto predatério sobre as tartarugas verdes

recém-eclodidas (Catry et al. 2002).

As praias de Poildo foram divididas em quatro sec¢des por razdes de ordem pratica, de modo a
facilitar a monitorizacdo: Farol, Acampamento Oeste, Acampamento Este e Cabaceira (Figura 2).
Os habitats de nidificacdo disponiveis para as posturas em Poildo sao: floresta, zona de transicao,
vegetacdo rasteira e zona exposta. Neste trabalho, a vegetacao rasteira da praia foi considerada
em conjunto com a zona exposta, uma vez que as tartarugas destroem completamente este tipo
de vegetagdo quando fazem o ninho. Os 3 habitats amostrados (Figura 3) foram definidos em

relacdo a sua exposicdo solar:

1) Zona exposta, com exposi¢do solar maxima;
2) Zona de transi¢do, com sombra durante parte do dia, por se encontrar no limite da
floresta ou de arbustos altos (< 2,5 m);

3) Zona de floresta, com uma exposi¢do solar muito reduzida.

Figura 3. Habitats de nidificagdo em Poildo: exposto (A), transicdo (B) e floresta (C).



De toda a area disponivel na ilha de Poildo para as posturas de tartaruga marinha (3,7 ha), a
zona exposta representa 78% (2,88 ha) e a zona da floresta (até 4 metros para o interior da
vegetacdo) representa 22% (0,82 ha) (Figura 2). Este valor (4 metros) é o valor médio das

estimativas, feitas a cada 100 metros, da penetracdo das tartarugas na vegetacdo da floresta.

Métodos de campo

Monitoriza¢ao das actividades de nidificacdao da tartaruga-verde

A monitorizacdo das actividades de nidificacdo e eclosdao decorreu ao longo de trés meses e 4
dias, entre 18 de Agosto e 22 de Novembro de 2013. Durante este periodo foram registadas
diariamente a temperatura do ar com um termémetro (colocado a 2 metros de distancia do solo
e sem exposicdo solar directa) e a pluviosidade, esta ultima com trés pluviometros colocados ao
longo da ilha. Os valores da area de captacao de cada pluviémetro e do correspondente volume

de agua recolhido, em mililitro, foram convertidos em milimetro por metro quadrado.

Selecg¢do dos ninhos

Nestes trés meses realizaram-se caminhadas diarias ao longo de todas as praias durante a noite
e no periodo de maré alta. Sempre que se encontrou uma fémea em actividade de nidificacao,
identificou-se a praia, o tipo de habitat de nidificacdo e a data de postura. Do total de 539 ninhos
de C. mydas identificados foram seleccionados 54 para este estudo, excluindo a partida os que
estivessem muito préximos da linha de maré. Estes ninhos foram seleccionados de forma a
estarem distribuidos pelas 4 praias e, em cada praia, pelos 3 habitats. As coordenadas
geograficas de cada ninho foram registadas e os ninhos foram delimitados com estacas de

madeira, uma em cada eixo cardeal, para protec¢do contra a escavagao por outras fémeas.

Registo das temperaturas dos ninhos

Para o registo das temperaturas de incubacdo e da areia foram utilizados registadores
automaticos de temperatura (data loggers), Tinytag Plus 2 TGP-4017, com bateria e sonda de
temperaturainterna. As temperaturas foram registadas a intervalos constantes (de hora a hora),

até ao milésimo de grau.
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Antes e depois da colocacdo dos data loggers, estes ficaram 24 horas numa sala a temperatura
constante (28 °C), junto com um logger calibrado pela empresa fabricante (Gemini data loggers),
para medir o desvio de temperatura de cada logger em relacdo ao data logger calibrado. O

desvio médio foi de -0,12 °C.

No total, foram colocados 70 data loggers, 54 no interior dos ninhos monitorizados e 16 para
medicdo da temperatura da areia, colocados 1 metro ao lado e a mesma profundidade de 16
ninhos seleccionados aleatoriamente entre os anteriores. Estes loggers serviram para medir o
aumento da temperatura de incubagcdo que ocorre nos ninhos devido ao calor metabdlico
gerado pelos embrides em desenvolvimento. Destes 16 loggers, 2 serviram para medir a
temperatura da areia situada na regido entre os trés ninhos. No total, 20 ninhos (ca. 40% dos

monitorizados) tiveram um logger-controlo associado.

A colocagdo dos data loggers no interior dos ninhos foi realizada enquanto as fémeas estavam
a realizar a postura, com o cuidado de causar a menor perturbacao possivel. A cada logger foi
atada uma corda que foi levada até a superficie da areia, de modo a ser mais facil a sua

recuperagao.

Os loggers estiveram activos durante um periodo de 93 dias. Apds a recolha dos dados os data
loggers foram novamente colocados a temperatura constante (28 °C) por 24h com o logger
calibrado, para assegurar que todos funcionavam apds estarem expostos aos elementos (chuva,
maré, exposi¢cdo solar extrema, entre outros). Os dados armazenados foram recolhidos e

analisados com o software Tinytag® Explorer 4.8.

A variabilidade térmica diaria em cada um dos 3 habitats de nidificacdo foi calculada através da
diferenca média entre as temperaturas mdaximas e minimas didrias registadas nos loggers dos

ninhos localizados em cada um dos habitats.

Monitoriza¢do dos ninhos

O periodo minimo de incubagédo reportado para Poildo é de 49 dias (Catry et al. 2010). Os ninhos

foram entdo monitorizados todos os dias, a partir do 492 dia depois da postura.

Todos os ninhos foram abertos no dia seguinte a se verificarem sinais de emergéncia, tais como
uma pequena depressdo no local do ninho e/ou rastos de tartarugas recém-eclodidas vindos

dessa depressdo. Foram recolhidos os seguintes parametros sobre a postura: nimero de crias
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vivas e mortas dentro da cdmara de ovos; nimero de cascas de ovos (ovos eclodidos); nimero
de gemas (ovos ndo desenvolvidos) e nimero de crias mortas dentro do ovo (ovos ndo
eclodidos). A data de emergéncia, a data de abertura e a profundidade (com recurso a fita
métrica) também foram registadas para cada ninho. A profundidade do ninho foi medida depois
das crias emergirem, desde a superficie da areia da praia até ao fundo da camara, apds todos os
conteudos do ninho serem removidos. Em relacdo a data de emergéncia, para sinais deste
evento verificados até ao meio-dia admitimos que esta teria decorrido durante a noite anterior.
Para emergéncias observadas depois desta hora, a data considerada foi a dessa tarde, ja que

nao teriam havido evidéncias de emergéncia no censo matinal.

Parametros reprodutores

Para todos os ninhos foram calculados os seguintes parametros reprodutores: periodo de
incubacdo, dias na areia, tamanho da postura, sucesso de eclosdo e sucesso de emergéncia. O
periodo de incubacdo foi calculado como a diferencga (em dias) entre a data de eclosdo e a de
postura. Para definir a data de eclosdao dos ninhos monitorizados com loggers foi analisada a

variacdo de temperatura tal como disponibilizada pelo software Tinytag® Explorer 4.8 (Figura 4).
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Figura 4. Variagdo da temperatura de um ninho entre 1 de Setembro e 24 de Outubro de 2013 (da
postura até a emergéncia). O pico anterior a emergéncia corresponde ao momento da eclosdo
(Matsuzawa et al. 2002). Grafico gerado pelo software Tinytag® Explorer.

O momento da eclosdo corresponde ao valor maximo de temperatura anterior a data de

emergéncia (Matsuzawa et al. 2002) (Figura 4), e deve-se a energia gerada pela massa de crias
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em movimento, quando comeg¢am a subir desde a cdmara de incubacdo até a superficie da areia.
O parametro “dias na areia” foi calculado pela diferenca entre o periodo de emergéncia e o de
incubacdo, e apresentou um valor médio de 5 * 1,34 dias (ver Resultados). Nos 6 ninhos onde
nao foi possivel definir a data de eclosao, o periodo de incubacao foi calculado com base na data

de emergéncia e neste valor médio. Os parametros “tamanho da postura”, “sucesso de eclosdo”

e “sucesso de emergéncia” foram calculados da seguinte forma (Miller 1999):

Tamanho da postura = total de cascas + total de gemas + total de crias mortas nos ovos;

~ total de cascas
Sucesso de eclosdo = X 100 ;
tamanho da postura

(total de cascas—crias vivas no ninho—crias mortas no ninho)
tamanho da postura

Sucesso de emergéncia = x 100.

Para cada ninho monitorizado calculou-se a temperatura média durante todo o periodo de
incubacdo e a temperatura média durante o segundo terco da incubacdo (periodo termo-

sensivel — TSP), e os respectivos desvios padrdo (SD), valores minimos e maximos.

Amostragem de tartarugas sacrificadas nos ninhos monitorizados

Em cada um dos 54 ninhos monitorizados foram sacrificadas em média 4,86 + 0,58 crias (média
+ SD), seleccionadas aleatoriamente entre toda a eclosdo. Nao se sacrificaram mais crias, devido
principalmente a questdes éticas. Os recém-eclodidos de cada ninho foram capturados apds a
emergéncia com gaiolas de metal (35 x 25 cm), colocadas entre as estacas de madeira. Apesar,
de se sacrificarem aleatoriamente 5 crias e serem todas fémeas ndo quer dizer que esse ninho
produza 100% de fémeas. De modo a aplicar uma morte rapida e com o minimo de sofrimento
possivel para os recém-eclodidos, as mortes foram realizadas por descerebracdo rapida, de
acordo com o processo recomendado para eutandsia de répteis (Work & Balazs 2013). A
autorizacdo para o sacrificio dos recém-eclodidos de C. mydas foi previamente concedida pelo

IBAP-GB (Instituto da Biodiversidade e das Areas Protegidas da Guiné-Bissau).

Como tentativa de compensar o sacrificio dos recém-eclodidos foram salvas o maximo de crias
possivel, ao longo de toda a época de nidificacdo, através da procura e transporte para o mar de
crias presas nas rochas durante o dia e escavadas ou esmagadas por fémeas a noite. O nimero

de crias salvas foi muito superior ao subconjunto sacrificado neste estudo.
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Recolha de tartarugas mortas por causas aleatorias

Entre 2 de Setembro e 22 de Novembro de 2013 foram recolhidas regularmente tartarugas
verdes recém-eclodidas e mortas por diferentes causas naturais ao longo das 4 praias da ilha.
Entre as causas de morte acidental mais comuns, foram recolhidas tartarugas predadas, na
maioria pelo caranguejo-fantasma Ocypode cursor, que ataca preferencialmente as zonas da
cabeca e/ou pescoco; expostas, por tartarugas adultas que ao desovarem, acidentalmente
destroem ninhos e expdem tartarugas ainda em desenvolvimento; esmagadas, pelo peso da
tartaruga adulta, ou mortas por insola¢do. A recolha destes animais foi efectuada de modo a
minimizar a probabilidade de seleccionar individuos pertencentes a mesma ninhada, tendo sido
apenas recolhidos caddveres separados por pelo menos 100 m. Foi também anotada a praia

onde se colectou cada tartaruga.

Obtencao das génadas

As gdnadas de todas as crias foram obtidas por dissec¢do. Até a disseccdo, os caddveres foram
mantidos 3 sombra. E essencial a rapida disseccdo das génadas para a realizacdo do posterior
exame histoldgico, e nesta fase ndo é possivel separar a gonada do rim (Wibbels 2003). Os dois
rins, aos quais estdo aderentes as gdénadas, foram colocados em eppendorfs de 2 ml com alcool

a96°.

Trabalho laboratorial

Elaboracao das preparagdes histolégicas das gonadas

Esta tarefa decorreu na Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa durante sete meses,

entre 16 de Dezembro de 2013 e 14 de Julho de 2014.

Foram cortadas seccOes transversais dos rins com a génada bem representada. Estas porcoes
foram fixadas numa mistura de alcool a 96° com resina utilizada para cortes histoldgicos (marca
Kulzer; modelo Technovit 7100; 50% de cada um destes componentes), durante 16 horas. De
seguida, as pecgas foram colocadas em resina durante 24 horas. Para a obten¢do dos blocos finais
de resina, as pec¢as foram colocadas em moldes, que foram enchidos com um preparado da

resina anterior ao qual se adicionou endurecedor (mesma marca e modelo), na propor¢do de
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1ml de endurecedor para 15ml de resina, até cobrir toda a peca. Seguidamente os moldes foram
colocados sobre uma placa de aquecimento a 52 °C durante 30 minutos, para as pecas
polimerizarem em posi¢do vertical e deixados a secar durante 24 horas. Depois de retirados dos
moldes e colados com super-cola em paralelepipedos de madeira, os blocos ficaram a secar
durante pelo menos 24 horas. As pecas foram cortadas no micrétomo Leica RM 2155, com uma
espessura de 3 um. As preparacdes dos cortes foram deixadas a secar durante 24 horas e depois
coradas com Azul de Toluidina, durante 1 minuto, retirando-se o excesso com agua corrente.
Depois de bem secas, colaram-se lamelas sobre as pecas histolégicas com cola NeoMount, apds
passagem por NeoClear. Deixou-se secar cerca de 4/5 dias, retirou-se o excesso de cola com a

ajuda de uma lamina de bisturi e limpou-se com NeoClear.

Identificagdo do sexo

As preparagOes foram analisadas ao microscdpio, Leica DM 2000. Sempre que a gonada esteve
visivel e em condi¢Bes para a sexagem, tirou-se uma fotografia com uma lente prépria para
microscopio (Leica DFC 290). As imagens foram digitalizadas com o software IrfanView, versdo

4.27.

Para a identificacdo do sexo foram usados os critérios de diferenciacdo das génadas e ductos
paramesonéfricos descritos por Miller & Limpus (2002). As fémeas possuem um cértex bem
desenvolvido e diferenciado em células alongadas e uma medula densa, mal organizada e sem
tubulos seminiferos. Os machos possuem pouco ou nenhum cértex com células achatadas
proximas da tunica albuginea. A medula é organizada e contém tubulos seminiferos com células
germinais situadas perto da membrana interna. Em relagdo aos ductos paramesonéfricos, na
fémea este desenvolve-se num oviducto, que é recto com lumen aberto e o mesentério
suspenso é longo e fino. Na maioria dos machos, o ducto caracteriza-se pela auséncia de [imen

e 0 mesentério suspenso é curto e largo.

A identificacdo do sexo foi realizada independentemente por dois observadores, apds o qual as

duas sequéncias de identificacdo foram confrontadas.

Analise estatistica

O numero de loggers e/ou ninhos considerados para cada analise variou consoante a hipdtese

testada.
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Diferengas térmicas da areia entre os trés habitats

Para a caracterizacdo térmica da areia da praia a profundidade a qual sdo normalmente postos
os ovos foram utilizados os loggers-controlo e os dos ninhos, desde que se encontrassem no
inicio do periodo de incubagdo (12 terco), de modo a ndo haver interferéncia do calor

metabdlico.

Paridmetros reprodutores

Os periodos de incubacdo, os dias na areia, os tamanhos das posturas, as profundidades dos
ninhos, os sucessos de emergéncia e os sucessos de eclosdo foram comparados entre as 3 zonas
com analises de varidncias de uma entrada (ANOVAs One-Way). Estas analises também foram
realizadas para 2 zonas (exposto e floresta), adicionando nesse caso os dados da zona de
transicdo com os da zona exposta, uma vez que sdo as zonas termicamente mais préximas (ver
Resultados). Sempre que foram encontradas diferencas foi realizado o teste a posteriori Tukey
HSD. Para os diferentes parametros também foram calculados a média, desvio-padrao (SD),

minimo e maximo.

Efeito do calor metabdlico

O efeito do calor metabdlico foi calculado pelas diferencas das temperaturas entre os ninhos e
a areia (loggers-controlo) no periodo termo-sensivel, aproximadamente entre o 17 2 e 35 2 dias
(média neste estudo). O dia exacto a partir do qual se comecou a verificar o efeito do calor
metabdlico nas temperaturas de incubacdo foi identificado para todos os ninhos. A existéncia
de diferencas no periodo que decorreu entre a postura e o inicio do efeito do calor metabdlico
entre os habitats exposto e de floresta, tendo em conta o tamanho da postura (covariavel), foi
testada com um modelo linear (GLM). Também foi utilizado um GLM para testar se as diferencgas
de temperatura no periodo entre o inicio do efeito do calor metabdlico e o ultimo dia do TSP
foram influenciadas pelo tamanho da postura (covariavel) e pelo habitat, exposto ou de floresta.
Nestas analises o habitat de nidificagdo “transi¢dao” ndo foi considerado porque apresentava um

n muito reduzido (n = 2).
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Comparagdo das temperaturas no TSP (Thermosensitive Period) com valores publicados de

TRT (Transitional Range of Temperatures) e de temperatura pivotal

Para prever o sex-ratio das tartarugas verdes nos ninhos monitorizados, comparamos as
temperaturas registadas nos ninhos durante o TSP com valores publicados de temperatura
pivotal e de TRT para esta espécie noutros locais (Suriname e Costa Rica). A temperatura pivotal
utilizada foi a estimada para o Suriname, 29,2 °C (Godfrey & Mrosovsky 2006), por este ser dos
estudos mais recentes em que é estimada a temperatura pivotal para C. mydas e a latitude deste
local (5°50'N) ser semelhante a de Poildo. Para a espécie de tartaruga de agua doce, Chelydra
serpentina, foi descrito que a variacdo das temperaturas pivotais pode ser explicada pela
latitude (Ewert et al. 2005), portanto as pivotais tendem a ser mais semelhantes em latitudes
parecidas. Em relacdo ao TRT, para esta espécie de tartaruga marinha foram publicadas duas
estimativas, para a Costa Rica (Standora & Spotila 1985) e Suriname (Mrosovsky et al. 1984).
Neste trabalho calculdmos a média destes 2 TRTs, resultando num TRT de 2 °C. Distribuindo este
valor equitativamente acima e abaixo da temperatura pivotal, estimdmos assim que
temperaturas superiores a 30,2 °C produzirdo apenas fémeas e temperaturas inferiores a 28,2

°C produzirdo apenas machos.

Proporgdo dos sexos das crias sacrificadas por habitat

A proporcdo de fémeas em cada ninho foi calculada da seguinte forma:

total de fémeas sacrificadas no ninho

total de crias sacrificadas no ninho -

Para a estimativa dos sex-ratios produzidos nos diferentes habitats de nidificacdo de Poildo foi
também calculada a média das proporc¢des de fémeas entre as crias sacrificadas em cada um
dos ninhos, agrupados em cada um dos 3 habitats amostrados. Esta estimativa é mais precisa
qgue a anterior, baseada nas temperaturas de incubacdo. No entanto, esta estimativa
corresponde apenas ao periodo relativo as emergéncias das crias sacrificadas nos ninhos, entre

20 de Outubro e 17 de Novembro de 2013.
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Variagao da proporgao dos sexos das crias com morte aleatdria ao longo da época

Foi calculada a proporcao de fémeas entre as crias mortas por causas aleatérias entre 2 de
Setembro e 22 de Novembro de 2013, que sera representativa das tartarugas que nascem em
todos os habitats de nidificacdo. As crias foram agrupadas por quinzena, produzindo assim 6
estimativas de proporgao de fémeas, distribuidas ao longo da estacdo. A proporgdo de fémeas
para toda a época de amostragem foi calculada com base na média das proporg¢des quinzenais.
Esta analise é Util porque o intervalo temporal para o qual foram obtidos resultados a partir de
crias com morte aleatdria é maior (mais de 2 meses) que o intervalo correspondente aos ninhos

monitorizados (1 més).

Modelagao

As propor¢oes de cada sexo das crias com mortes aleatdrias deverdo ser uma boa representacao
do sex-ratio total da ilha (Rebelo et al. 2011). A disponibilidade do habitat de cada tipo e os
respectivos sex-ratios e sucessos de emergéncia foram estimados neste trabalho. E por isso
possivel fazer uma previsdo da proporcdo de cada sexo no total da ilha e compara-la com a
estimativa do que acontece na realidade. Uma vez que ndo se obteve dados sobre a escolha do
tipo de habitat de nidificacdo por parte das fémeas, assumiu-se uma escolha aleatdria do local
de nidificagcdo que terd como resultado uma distribuicdo dos ninhos pelos habitats dependente
apenas da sua disponibilidade. Foram assim usadas as propor¢des que cada tipo de habitat
(exposto e floresta) representa no total da ilha de Poildo, os sucessos de emergéncia
correspondentes e as proporc¢des das fémeas em cada habitat a partir das crias sacrificadas. Esta
previsdao foi comparada com o sex-ratio das crias mortas por causas aleatdrias, que terdo
emergido durante a altura em que emergiram as crias dos ninhos monitorizados (20 de Outubro

a 17 de Novembro). A férmula considerada foi:

Proporgao de fémeas que nascem em Poildo
= (proporgio de fémeas no exposto X proporg¢io do exposto X 1)

+ (proporgio de fémeas na floresta X proporgio da floresta X 0,68),

onde 0,68 representa a proporc¢do de crias que emergem na floresta em relagdo ao habitat
exposto, ou seja, por cada 68 crias que emergem na floresta, 100 emergem no exposto (ver
Resultados).

Para perceber o que acontecera as proporcdes dos sexos nesta espécie de tartaruga marinha

em Poildo em condicGes de reducgdo da area actual de floresta disponivel para nidificacdo foi
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realizada uma previsdo da proporc¢ao dos sexos que resultaria do desaparecimento total da zona
de floresta litoral. Esta modelacao foi realizada para perceber como a producao de machos pode
variar em casos de inexisténcia de floresta (ilhas sem floresta natural) ou em casos de

deflorestacao por parte do Homem.

Estas andlises foram realizadas com os softwares STATISTICA, versao 12, e Microsoft Office Excel

2013.
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Resultados

Temperatura e precipitagio média em Poildo entre Agosto e Novembro de 2013

A pluviosidade diminuiu com o avango da esta¢do, tendo cessado a partir de Novembro,

contrariamente a temperatura que aumentou ao longo da estagdo (Figura 5).
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Figura 5. Temperatura e precipitacio média quinzenal de Poildo entre Agosto e
Novembro de 2013.

Ninhos analisados

Dos 54 loggers colocados no interior dos ninhos, foram perdidos 2 e em 7 a postura ndo
sobreviveu. Houve assim resultados de 45 loggers: 28 na praia exposta ao sol, 11 em floresta e

6 em zonas de transigao.

Em 6 ninhos ndo foi possivel definir a data de eclosdao exacta e em 7 ndo foram observados sinais
de emergéncia. Nos ultimos ndo se observaram rastos perto do ninho e/ou os recém-eclodidos

nao foram capturados na gaiola.
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Diferengas térmicas da areia entre os trés habitats

O aumento da temperatura atmosférica e a diminuicdo da pluviosidade resultou no

consequente aumento da temperatura da areia (Figura 5 e 6).

Dois dos habitats - exposto e de transicdo - apresentaram tendéncias semelhantes de aumento
gradual das temperaturas médias entre 2 de Setembro e 17 de Novembro (Figura 6). No entanto,
no solo da floresta a temperatura manteve-se relativamente constante e o aumento das
temperaturas ocorreu a partir de 23 de Outubro, e mais marcadamente a partir de 1 de
Novembro, quando a chuva cessou completamente (Figura 6). Ao longo de todo o periodo, a
zona exposta foi a zona mais quente (29,88 + 0,82 °C) (média * SD), seguida da zona de transicao

(29,48 £ 0,92 °C) e a floresta foi sempre a zona mais fresca (27,69 * 0,69 °C).
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Figura 6. Temperaturas médias dos 3 habitats entre Setembro e Novembro de 2013. As linhas
correspondem a valores médios de temperatura (medidos em varios loggers) e o numero de loggers
que contribuiu para cada linha variou ao longo da estagdo, com um valor maximo de 31 e médio de 17.

A diferenga média das temperaturas entre a zona exposta e a floresta foi de 2,20 °C e esta
diferenca cresceu até ao inicio de Novembro, tendo diminuido rapidamente em Novembro.
Entre a zona de transicdo e de floresta a diferenca foi de 1,79 °C e esta diferenca aumentou ao
longo da estacdo. A diferenca média entre as zonas expostas e de transicao foi de 0,40 °C, sendo

relativamente constante até ao inicio de Novembro (dia 6) e diminuindo a partir desta data.

A diferenga média entre as temperaturas maximas e minimas didrias na zona exposta foi de 1,65
°C, de transi¢cdo de 1,67 °C e em floresta de 0,78 °C. Portanto, a temperatura variou menos no

solo da floresta e mais na zona de transicdo.
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Parametros reprodutores

O periodo de incubacdo variou significativamente consoante a zona (F222= 15,69; p < 0,001),
sendo mais longo na floresta do que na zona de transicdo (teste de Tukey; p = 0,02) e na zona
exposta (teste de Tukey; p < 0,001). O tamanho da ninhada ndo variou entre habitats de
nidificacdo (F2324=0,13; p = 0,88), assim como o sucesso de eclosdo (F,34=0,14; p = 0,87) (Tabela
2). A profundidade dos ninhos também foi semelhante entre os habitats (F232=1,11; p = 0,34)
(Tabela 2). Apesar de nao ter havido diferencas significativas entre as zonas para a variavel “dias
na areia” (F,22=3,04; p=0,07), os recém-eclodidos levaram mais dias a emergir a superficie em
zonas de floresta (Tabela 3). O sucesso de emergéncia também ndo variou significativamente
entre os 3 habitats (F3; = 2,34; p = 0,11) mas, foi em média menor na floresta (Tabela 4).
Comparando apenas a zona exposta com a floresta, foram encontradas mais diferencas para
além do periodo de incubacdo (F123=26,11; p < 0,001), como o sucesso de emergéncia, menor
na floresta (F133=4,51; p = 0,04) e os dias na areia (em maior nimero na floresta) (F123=5,76;

p =0,02).

Tabela 2. Tamanho da postura, Sucesso de eclosdo e Profundidade do ninho para os 3 habitats de nidificagdo. N,
média, desvio-padrdo (SD), minimo (Min) e maximo (Max) apresentados para cada parametro reprodutor.

Tamanho da postura (N) Sucesso de eclosao (%) Profundidade do ninho (m)

Zonas N
MédiaztSD Min Max MeédiaxSD Min Max MédiatSD Min Max

Exposto 23 128+47,91 42 299 81,35+18,67 28,46 100 0,88+0,17 0,56 1,14
Transicgdo 6 123 +25,01 92 168 85,34+14,06 56,48 98,21 0,84+0,09 0,65 0,9
Floresta 8 121+7,19 105 128 83,51+11,92 60,98 98,1 0,78+0,16 048 1

Tabela 3. Periodo de incubacdo e Dias na areia para os 3 habitats de nidificacdo. N, média,
desvio-padrdo (SD), minimo (Min) e maximo (Max) apresentados para cada parametro

reprodutor.
Periodo de incubacao (N) Dias na areia (N)
Zonas N
Média = SD Min Max Média £ SD Min Max
Exposto 17 50+ 3,04 46 58 5+1,14 2 6
Transicao 4 53+3,61 48 58 5+1,41 3 7
Floresta 4 60+ 1,79 57 62 6+1,09 5 8
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Tabela 4. Sucesso de emergéncia para os 3 habitats de nidificagdo. N,
média, desvio-padrdo (SD), minimo (Min) e maximo (Max) apresentados
para este parametro reprodutor.

Sucesso de emergéncia (%)

Zonas N
Média + SD Min Max
Exposto 22 75,75 £ 25,11 2,44 100
Transi¢do 6 82,49 + 14,66 56,48 98,21
Floresta 7 52,01 £ 38,89 0 96,19

Efeito do calor metabdlico

O calor metabdlico ndo aumentou as temperaturas de incubacao no periodo termo-sensivel, de
forma constante. No exemplo do ninho apresentado na Figura 7, o TSP decorreu entre 7 e 24 de
Outubro com diferencas de temperaturas médias de 0,48 + 0,41 °C entre o interior e o exterior
do ninho. No entanto, o efeito mensurdvel do calor metabdlico nas temperaturas de incubacao
comecou a partir do dia 13 de Outubro, o 252 dia apds a postura, com diferencas de
temperaturas médias de 0,69 + 0,34 °C (Figura 7). Desta data até ao ultimo dia do TSP (24 de

Outubro) o aquecimento adicional da postura causado pelo calor metabdlico foi de 1,21 °C.
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Figura 7. As diferencgas nas temperaturas entre o interior da postura e a areia circundante
no periodo termo-sensivel.

O aquecimento médio causado pelo calor metabdlico nos 3 habitats foi de 0,26 + 0,51 °C

(n=13).
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Periodo entre a postura e o inicio do efeito do calor metabdlico

Nos 13 ninhos analisados este periodo foi em média de 25 + 4,37 dias, com um minimo de 15 e
maximo de 33 dias. Este periodo nao foi influenciado pelo tipo de habitat (exposto ou floresta)

(GLM, F18=0,01; p =0,91) nem pelo tamanho da postura (GLM, F15=0,29; p = 0,61).

Diferencas de temperatura no periodo entre o inicio do efeito do calor metabdlico e o ultimo

dia do TSP

As diferencas de temperatura neste periodo nao foram influenciadas pelo tipo de habitat
(exposto ou floresta) (GLM, F15=4,72; p = 0,06) nem pelo tamanho da postura (GLM, F15=2,89;
p=0,13).

Temperaturas médias de incubagdo e no periodo termo-sensivel (TSP) em cada habitat

Nos 3 habitats de nidificacdo a temperatura média no periodo de incubacdo total foi sempre
mais elevada em comparacgdo com a do TSP (diferenca média de 0,33 °C). Na floresta a diferenca

entre estes periodos foi maior (0,66 °C) que nos outros dois habitats (Tabela 5).

Tabela 5. Temperatura média e desvio-padrao dos ninhos monitorizados nos 3 habitats
no periodo de incubagcdo e no periodo termo-sensivel (TSP). A diferenca de
temperaturas entre estes periodos é também apresentada.

(°C) Média + SD

Exposto Transigcao Floresta
Periodo de incubagao 30,79+0,68 29,92+0,65 28,73+0,31
Periodo termo-sensivel 30,65+0,74 29,72+0,60 28,07+0,38
Diferenga entre periodos 0,14 0,2 0,66

Comparagdo das temperaturas no TSP (Thermosensitive Period) com valores publicados de

TRT (Transitional Range of Temperatures) e de temperatura pivotal

Dos 24 ninhos colocados em zonas expostas e monitorizados com loggers, previmos que em 4
(17%) se tenham desenvolvido apenas fémeas, uma vez que as temperaturas foram sempre

superiores a 30,2 °C (Figura 8). Dos restantes ninhos, 17 (71%) terdo produzido um sex-ratio
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desproporcionado no sentido das fémeas, visto que as temperaturas estiveram sempre acima
da temperatura pivotal para o Suriname, 29,2 °C (Godfrey & Mrosovsky 2006) (Figura 8). Dos 24
ninhos em zonas expostas, em nenhum foi previsivel que o sex-ratio tenha sido desviado para

um excesso de machos (Figura 8).
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Figura 8. Variagdo das temperaturas de incubagdo no TSP dos ninhos em habitats de nidificagdo expostos
ao sol (n = 24) e comparagdo destas com a temperatura pivotal no Suriname (29,2 °C) e TRT médio no
Suriname e Costa Rica (28,2 - 30,2 °C). Ninhos nos quais todas as crias sacrificadas foram do mesmo sexo
indicados com os simbolos ? e G

Foram sacrificadas crias em 13 destes 24 ninhos localizados em zonas expostas. Em 92% destes
ninhos foram encontradas apenas fémeas (Figura 8). O ninho 62 produziu uma ninhada com
pelo menos 5 machos (todos os animais sacrificados nesse ninho), apesar de estar localizado em

zona exposta (Figura 8).

Dos 6 ninhos analisados em zonas de transigdo previmos que em nenhum se tenham
desenvolvido apenas fémeas, mas 3 (50%) terdo produzido um sex-ratio desproporcionado no
sentido das fémeas (Figura 9). Do total de ninhos em zonas de transicdo, em nenhum foi

previsivel que o sex-ratio tenha sido desviado para um excesso de machos (Figura 9).

Foram sacrificadas crias em 2 destes 6 ninhos e em ambos foram encontradas apenas fémeas

(Figura 9).
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Figura 9. Variagdao das temperaturas de incuba¢do no TSP dos ninhos em habitats de nidificagdo de
transigdo (n = 6) e comparagdo destas com a temperatura pivotal no Suriname (29,2 °C) e TRT médio no
Suriname e Costa Rica (28,2 - 30,2 °C). Ninhos nos quais todas as crias sacrificadas foram do mesmo sexo
indicados com o simbolo ?.

Dos 8 ninhos analisados em zonas de floresta previmos que em nenhum se tenham desenvolvido
apenas machos e que 5 (63%) terdo produzido um sex-ratio desproporcionado no sentido dos
machos (Figura 10). Do total de ninhos em floresta, em nenhum foi previsivel que o sex-ratio

tenha sido desproporcionado no sentido das fémeas (Figura 10).
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Figura 10. Variacdo das temperaturas de incubacdo no TSP dos ninhos em habitats de nidificacdo de floresta
(n = 8) e comparagdo destas com a temperatura pivotal no Suriname (29,2 °C) e TRT médio no Suriname e
Costa Rica (28,2 - 30,2 °C). Ninhos nos quais todas as crias sacrificadas foram do mesmo sexo indicados com
o simbolo &
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Destes 8 ninhos foram sacrificadas crias em 5 e em todos foram encontrados apenas machos

(Figura 10).
Identificagdo do sexo a partir de cortes histolégicos

Os cortes histolégicos mostraram uma estrutura semelhante a descrita na bibliografia, ndo
oferecendo grandes dificuldades de identificagdo. Tal como observado por Miller & Limpus
(2002), as fémeas tém a por¢do medular da génada pouco organizada e um cértex bem
desenvolvido, enquanto os machos tém pouco ou nenhum cértex e mostram uma medula
organizada (Figura 11). O ducto paramesonéfrico nas fémeas é recto com limen aberto e
mesentério longo e fino e nos machos caracteriza-se pela auséncia de [limen com mesentério

curto e largo (Figura 11).
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Figura 11. Génadas e ductos paramesonéfricos de recém-eclodidos de C. mydas: ovario (A), testiculo
(B), ducto feminino (C) e ducto masculino (D).
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Recém-eclodidos de C. mydas sacrificados

Foi identificado o sexo em 98% dos casos. Nao foi possivel identificar o sexo em 3 exemplares
devido a auséncia da génada ou ma condi¢cdo desta (decomposta ou destruida). O sexo foi
identificado pela génada ou génada e ductos paramesonéfricos em 92% dos cortes e em 8% foi

identificado apenas pelos ductos (Tabela 6).

Tabela 6. NUmeros totais de gonadas analisadas provenientes de animais sacrificados. Para
a identificagdo do sexo recorreu-se a observacdo da gonada e/ou dos ductos
paramesonéfricos.

Gonada ou Gonada e Ductos Ductos Total identificado

Fémeas 90 12 102
Machos 76 2 78
Total identificado 166 14 180

A concordancia da identificagdo do sexo realizada pelos dois observadores foi de 95%; 9 em 180

identificagcOes ndo coincidiram.

Recém-eclodidos de C. mydas com morte acidental

Foi identificado o sexo em 87% dos casos. Nao foi possivel identificar o sexo em 24 exemplares
devido a auséncia da génada ou ma condicdo desta (decomposta ou destruida). O sexo foi
identificado pela gébnada ou génada e ductos paramesonéfricos em 93% dos cortes e em 7% foi

identificado apenas pelos ductos (Tabela 7).

Tabela 7. Numeros de gdénadas analisadas provenientes de animais mortos por causas
aleatdrias. Para a identificagdo do sexo recorreu-se a observa¢do da goénada e/ou dos
ductos paramesonéfricos.

Goénada ou Gonada e Ductos Ductos Total identificado

Fémeas 60 6 66
Machos 93 5 98
Total identificado 153 11 164

A concordancia da identificagdo do sexo realizada pelos dois observadores foi de 90%; 16 em

164 identificagdes nao coincidiram.
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As possiveis razGes para as discordancias deveram-se a presenca de gdnadas com um
desenvolvimento muito atrasado, pouco coradas, em mau estado, devido a problemas no
microtomo ou na elaboracdo das preparacdes histoldgicas e/ou gdénadas com um
desenvolvimento anormal (podendo existir casos de intersexo). Do total de génadas analisadas
identificaram-se 3 possiveis casos de hermafroditismo (exemplos na Figura 12). A concordancia
entre observadores para as crias com morte acidental foi menor, devido principalmente a maior

degradacdo a que estdo sujeitas antes da recolha, comparadas com as crias sacrificadas.

Figura 12. Génadas anormais e de dificil classificagdo: (A) medula com canais que parecem tibulos seminiferos
numa génada com cértex bem diferenciado e (B) cortex e medula ndo coincidentes com nenhum dos sexos.
Proporgao dos sexos das crias sacrificadas em cada habitat

De 20 de Outubro a 17 de Novembro de 2013 (datas de eclosdo) a propor¢do média de fémeas
em posturas realizadas nas zonas expostas foi de 85%, em zonas de transi¢do de 75% e em zonas

de floresta de 17% (Figura 13).
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Figura 13. Proporg¢do dos sexos correspondentes as crias sacrificadas por habitats de
nidificagdo. N = 30 (18 em zonas expostas, 5 em transigdo e 7 em floresta).

As crias sacrificadas que nasceram em ninhos de zonas expostas foram maioritariamente
fémeas, sendo que na maioria destes ninhos (67%) encontramos apenas fémeas e em 28% dos
ninhos uma mistura dos dois sexos. Nestas zonas, apenas num ninho encontrdmos 5 machos
(Tabela 8). Em 71% dos ninhos da floresta com crias sacrificadas foram encontrados apenas
machos e em 29% machos e fémeas (Tabela 8). A produgdo de machos nesta época deve-se

assim principalmente aos ninhos localizados em zonas de floresta.

Tabela 8. Crias sacrificadas nos ninhos (4,86 + 0,58) dos 3 habitats de nidificagdo.

Habitat # Ninhos Sacrificadas-100% fémeas Sacrificadas-100% machos

Exposto 18 12 1
Transi¢ao 5 2 0
Floresta 7 0 5
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Variagao da proporg¢ao dos sexos das crias com morte aleatdria ao longo da época

A proporgdo de fémeas aumentou ao longo da estagdo, de 11% para os animais que emergiram
a 2 de Setembro (n = 47) até 74% para os animais que emergiram no final, 22 de Novembro
(n = 19), chegando a atingir os 90% na quinzena de 28 de Outubro a 10 de Novembro (n = 10)
(Figura 14). Em toda a época de amostragem a proporgao de fémeas com morte aleatdria foi de
53% (n = 164). Esta época de amostragem corresponderd as posturas realizadas entre 7 de Julho
e 27 de Setembro de 2013 (considerando uma média de 57 dias entre postura e emergéncia das

crias).

Proporgdo dos sexos

2-1558t 16-29zet 30set-13out 14-2Tout 2Bout-10nov 11-22nov

mFémas m Machos

Figura 14. Proporg¢do dos sexos das crias mortas por causas aleatorias ao longo de Poildo agrupados
por quinzena, de 2 de Setembro a 22 de Novembro de 2013 (n = 164). A zona em destaque a
tracejado representa as crias mortas aleatoriamente entre 20 de Outubro e 17 de Novembro
(n=27).

Modelagao

A zona em destaque da figura 14 representa as datas de emergéncia das crias sacrificadas nos
ninhos monitorizados com loggers (20 de Outubro a 17 de Novembro). A proporg¢ado de fémeas
entre as crias com morte aleatdria neste periodo foi sempre superior a dos machos, em média

85% (n = 27).

As dareas que cada tipo de habitat representa em Poildo sdo de 2,88 ha (78% do total) para o
habitat exposto e 0,82 ha (22% do total) para a floresta. Os sucessos de emergéncia em cada um
destes habitats foram de 76% e 52%, respectivamente. A proporcdo de fémeas entre as crias

sacrificadas que emergiram em cada um destes habitats foi de 85% para o exposto e de 17%
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para a floresta. A previsdo da proporgao de fémeas para o total da ilha foi assim de 69%. Este
valor é relativamente préximo do valor encontrado entre as crias mortas por causas aleatorias -

85%.

Se a floresta litoral desaparecer totalmente, ainda assim prevemos que exista producao de
machos mas de apenas 15% do total, equivalendo a 60% da producdo de machos que é estimada

ocorrer actualmente durante este periodo.
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Discussao

Esta tese demonstrou que o local do ninho influencia o sex-ratio das posturas de tartaruga-verde
na ilha de Poildo, uma vez que diferentes ambientes térmicos produziram diferentes sex-ratios.
Os habitats expostos produziram a maioria das fémeas, enquanto a producdo de machos foi
dependente das zonas protegidas da exposi¢do solar directa, como a floresta. Portanto, a
producdo dos dois sexos nesta ilha estd dependente da manutencdo da floresta litoral. O
periodo de incubacdo, o sucesso de emergéncia e os “dias na areia” também variaram entre os
habitats de nidificagdo. Foi demonstrado também que a estimativa do sex-ratio através da
medicdo de temperaturas de incubacdo e a estimativa efectuada pela dissecacdo das génadas

dos recém-eclodidos foi semelhante, demonstrando a validade do método indirecto.

Em Poildo, os ninhos colocados em zonas de vegetacdo densa estiveram expostos a
temperaturas mais baixas e produziram mais machos do que os ninhos de zonas abertas. Outros
autores, como Hamann et al. (2001) demonstraram na Maldasia que os ninhos protegidos da
radiacdo solar (com lonas que reduzem a radiagdo em 70%) tiveram uma redugdo nas
temperaturas de incubacdo e produziram mais machos que ninhos sem protecgao. Os efeitos da
sombra foram também descritos noutros trabalhos (Mrosovsky & Provancha 1992; Wibbels
2003; Kamel 2013). A proporcdo média de fémeas em posturas realizadas nas zonas expostas
foi de 85% e em zonas de floresta de 17%. As crias sacrificadas que nasceram em ninhos de zonas
expostas foram maioritariamente fémeas, sendo que na maioria destes ninhos (67%)
encontramos apenas fémeas. Nestas zonas, apenas um ninho produziu uma ninhada que tinha
pelo menos 5 machos. Isto pode dever-se a influéncia das marés a que esteve sujeito, uma vez
que foi o ninho monitorizado no habitat exposto localizado mais préximo da linha de maré alta
(a 1 m desta). Em 71% dos ninhos da floresta com crias sacrificadas foram encontrados apenas
machos. A producdo de machos nesta época deve-se assim principalmente aos ninhos

localizados em zonas de floresta, estando dependente da sombra das arvores.

No entanto, os ninhos monitorizados na floresta foram sobre-representados; a distribuicdo dos
loggers nao foi proporcional as areas de cada tipo de habitat disponivel para a nidificacdo em
Poildo. A estimativa da propor¢do de fémeas mais proxima da realidade terd sido a obtida a
partir das crias mortas por causas aleatérias (53% para o periodo total de permanéncia na ilha),
porque a falta de proporcionalidade ndo se reflecte nestas crias, uma vez que foram recolhidas

ao longo da ilha e eclodiram a partir de todos os habitats de nidificacdo disponiveis.

45



O periodo de incubacgdo variou significativamente entre os trés habitats, sendo mais longo em
zonas de floresta. Este resultado foi de acordo com o esperado, uma vez que ninhos mais
guentes tipicamente incubam mais rapido, enquanto ninhos com temperaturas mais baixas (em
zonas protegidas da exposicdo solar directa) tém um periodo de incubag¢do mais longo (Godfrey
et al. 1999; Broderick et al. 2000). Na Guiné-Bissau, Catry et al. (2010) demonstraram que
posturas efectuadas mais tarde na estacdo das chuvas tém um desenvolvimento mais rdpido,
pois desenvolvem-se parcialmente durante o inicio da época seca, quando a auséncia de chuva

leva ao aumento da temperatura da areia.

Os parametros sucesso de eclosdo, sucesso de emergéncia, dias na areia e profundidade do
ninho nao variaram significativamente consoante os trés diferentes locais da postura. Era
esperado que estes parametros variassem em relacdo ao local de nidificacdo. Por exemplo, o
sucesso de eclosdo é influenciado pelo local e profundidade do ninho, uma vez que os ovos em
incubacdo sdo extremamente sensiveis as condi¢des térmicas e hidricas do ninho (Mrosovsky
1994; Broderick et al. 2000). O tamanho da amostra relativamente reduzido pode explicar a falta
de variancia significativa destes parametros entre os locais. No entanto, quando se compararam
os dois habitats, exposto e de floresta, para além do periodo de incubacdo, a variavel “dias na
areia” e o sucesso de emergéncia diferiram significativamente. O sucesso de emergéncia
apresentou valores mais baixos em zonas de floresta e o “dias na areia” valores mais elevados
nestas zonas. Esta descrito que o sucesso de emergéncia pode ser influenciado pela composicao
da areia, raizes, profundidade do ninho, entre outros factores (Mortimer 1990). A praia da
Cabaceira inclui a maioria do habitat de floresta e nesta praia a areia de facto contém muitas
raizes e pedras. Neste habitat, as crias de tartaruga-verde eclodiram sem problema, mas a
emergéncia foi mais dificultada. O parametro “dias na areia” esta relacionado com a dificuldade

gue os recém-eclodidos tém a emergir.

A profundidade dos ninhos foi em média menor na floresta (0,78 metros), apesar de esta
diferenca ndo ter sido significativa. Este factor ndo justifica o menor sucesso de emergéncia das
crias nestas zonas (média de 52,01 metros), uma vez que é mais frequente que sejam os ninhos
mais profundos a apresentar uma reducdo no sucesso de emergéncia (Godfrey & Mrosovsky
1997). Existe portanto, um custo das fémeas escolherem o solo da floresta para as posturas,

uma vez que o sucesso de emergéncia é menor nestas zonas.

A temperatura da areia variou ao longo da estacdo e entre os habitats de nidificacdo,
principalmente entre as zonas expostas (exposi¢do solar maxima) e a floresta (zonas sem

exposicdo solar constante) - as diferengas nas temperaturas da areia das 3 zonas aumentaram
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ao longo da estacdo, com a reducdo da precipitacdo e o aumento das temperaturas
atmosféricas, sendo mais acentuadas na época seca (Figura 5). Do mesmo modo, todos os

habitats de nidificacdo de Poildo serdo menos quentes na época das chuvas.

As zonas expostas e de transicdo foram as mais semelhantes termicamente, com uma diferenca
média de apenas 0,40 °C, uma vez que a zona de transi¢cdo durante o dia podia apresentar uma
exposicao solar semelhante a zona exposta, devido a orientacdo da praia. Conforme esperado,
as temperaturas diarias dos ninhos foram menos variaveis em zonas de floresta em comparacao
com as outras duas zonas, isto porque a areia de zonas ensombradas foi sujeita a menor
exposicao solar, tendo assim temperaturas mais constantes (Mrosovsky et al. 1992; Kamel

2013).

As temperaturas médias de incubacdo dos ninhos monitorizados neste estudo variaram entre
28,73 °C e 30,79 °C, estando dentro do intervalo 6ptimo de temperatura de incubagdo para a

espécie C. mydas (Merwe et al. 2005).

As previsdes de sex-ratio resultantes das comparac¢des das temperaturas no TSP dos ninhos
analisados com valores publicados de TRT e de temperatura pivotal estiveram de acordo com as
proporc¢des dos sexos das crias sacrificadas em cada habitat e com o esperado - ninhos com
temperaturas mais quentes (zonas expostas) produziram maioritariamente fémeas e ninhos
mais frios (floresta) produziram a grande quantidade de machos (Yntema & Mrosovsky 1980;
Godfrey et al. 1999; Broderick et al. 2000; Godley et al. 2002). A zona de transicdo é
termicamente semelhante a zona exposta e portanto, é também esperado que estas zonas
produzam mais fémeas que machos, o que se verificou. A temperatura pivotal para Poildo ainda
estd por apurar e assim, estas previsGes tém de ser analisadas com precau¢do, uma vez que
pequenas mudangas de décimas de grau podem alterar o sexo de macho para fémea e vice-

versa (Kamel & Mrosovsky 2006).

Para a determinacdo mais precisa do sex-ratio das tartarugas verdes recém-eclodidas seria
importante determinar a temperatura pivotal e o TRT para a populagdo de C. mydas em Poildo,
em vez de extrapolar a partir de dados de outra populagdo, visto que estes parametros podem
variar entre espécies e entre popula¢des (Godley et al. 2002). Este conhecimento tem grandes
implicagOes ao nivel da ecologia e conservacdo das tartarugas marinhas e permite também, uma
potencial manipula¢do do sex-ratio das crias no esforco de mudar o output reprodutivo de uma

populacdo (Mrosovsky & Godfrey 1995).
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O periodo entre a postura e o inicio do efeito do calor metabdlico e as diferencas de temperatura
no periodo entre o inicio do efeito real do calor metabdlico e o ultimo dia do TSP ndo variaram
significativamente consoante o tipo de habitat (exposto e floresta) e o tamanho da postura. O
calor metabdlico é dos factores que influencia sempre a temperatura dos ninhos. A diferenca
média entre as temperaturas da areia da floresta e as temperaturas da areia da zona exposta foi
de 2,20 °C, enquanto o aquecimento médio causado pelo metabolismo dos embrides foi de 0,26
°C; portanto neste caso a exposicdo solar foi a que teve mais importancia na temperatura dos
ninhos. Este aquecimento ndo estd de acordo com o aumento médio das temperaturas de
incubacado entre 3-6 °C, provocado pelo calor metabdlico registado por outros autores (Godfrey
et al. 1997). Os loggers usados neste estudo para o registo das temperaturas de incubacdo dos
ninhos foram colocados no meio da massa de ovos, que sera o local da postura onde o efeito do
calor metabdlico é maior. Apesar disto, o efeito médio do calor metabdlico estimado foi muito
reduzido, o que pode dever-se a reduzida profundidade dos ninhos (média de 0,83 metros),
levando a que a diferenca entre o efeito da temperatura atmosférica e o do calor metabdlico

seja menos evidente.

A fiabilidade do método histoldgico foi bastante importante para a realizagdo deste trabalho,
dadas as taxas de sucesso de identificagdo mais elevadas deste método, em comparacdo com
os outros, para a determinacdo do sexo em tartarugas marinhas (Miller & Limpus 2002). O
mesmo se pode dizer das nossas amostras, para as quais obtivemos uma taxa de sucesso de
identificagdo do sexo de 98% para as crias sacrificadas e 87% para as crias com morte acidental.
A grande maioria das pegas ndo levantou grandes duvidas para atribuicdo do sexo, porém, o
método histoldgico ndo é infalivel e estdo descritos alguns casos estranhos, como a existéncia
de gdénadas intersexo, ou seja, com caracteristicas dos dois sexos. Noutros casos, a génada
permanece indiferenciada e ndo ha nenhum desenvolvimento claro no sentido de um dos sexos.
Devido a extrema importancia da temperatura ambiente no desenvolvimento das gdnadas,
estas variagdes sdo provavelmente causadas por mudangas bruscas de temperatura durante o
periodo sensivel (Eckert et al. 1999). A identificagdo do sexo dos recém-eclodidos é mais precisa
quando se analisa a génada ou gdénada e ductos paramesonéfricos em comparagdao com a

identificacdo do sexo apenas pela analise destes ductos (Miller & Limpus 2002).

A concordancia de identificacdo do sexo das crias com morte acidental entre observadores foi
menor, devido possivelmente a maior degradacdo a que estdo sujeitas antes da recolha, ficando

expostas as condi¢des ambientais externas e/ou a predacédo por parte de outros animais.
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Segundo Wibbels (2003), a utilizacdo do método histoldgico para determinagdo do sexo exige
gue as crias sejam sacrificadas ou que sejam encontradas mortas nos ninhos. No caso das crias
sacrificadas, podemos afirmar que se tratam efectivamente de amostras aleatdrias. As crias que
tiveram morte acidental podem constituir um problema a aleatoriedade, no sentido em que é
possivel que estes casos de morte acidental possam estar relacionados com uma mad condicao
das crias. No entanto, um trabalho anterior (Rebelo et al. 2011) mostrou que nesta ilha as crias
com morte acidental podem ser usadas para estimar o sex-ratio das crias nascidas em toda a

ilha.

Em Poildo, o pico de nidificacdo da tartaruga-verde ocorre entre Agosto e Setembro (Catry et al.
2010), com a maioria das ecloses a ocorrer no final de Outubro/inicio de Novembro. Este
estudo decorreu entre 18 de Agosto e 22 de Novembro. A variacao da proporcao dos sexos nas
crias com morte aleatdria ao longo da época pode dar a impressao que o sex-ratio em Poildo é
equilibrado (uma proporcdo de fémeas de 53%), mas analisando apenas o periodo onde a
maioria das eclosdes ocorreram (zona com destaque a tracejado na Figura 14), verifica-se que a

proporg¢do de fémeas é bastante maior nesta altura (85%).

Embora as regides tropicais tenham condi¢des ambientais relativamente constantes durante
todo o0 ano, em comparagdo com as regides temperadas e polares, estas demonstram também
algum nivel de sazonalidade (Godley et al. 2002), principalmente no que diz respeito a
precipitacdo. S3o ja conhecidos os efeitos que os episédios de chuva extrema podem causar
para a determinacgdo de sexo em ninhos naturais. Por exemplo, em climas tropicais as posturas
sdo sujeitas a frequentes periodos de chuva durante a temporada de desova (Houghton et al.
2007), como é o caso da ilha de Poildo. Para além da presenca de floresta, serdo estes episddios
de chuva que contribuirdo em grande parte para o sex-ratio das crias. Uma alteragao a época
das chuvas, principalmente se as temperaturas de incubagdao estiverem proximas da
temperatura pivotal, pode desequilibrar consideravelmente o sex-ratio. Na Guiné-Bissau, os
meses de Agosto e Setembro sdo os mais chuvosos durante a época das chuvas (Catry et al.
2010), e deverdo estar na origem da quantidade elevada de machos encontrados entre as crias

com morte aleatdria mais cedo na estagdo (Figura 14).

Consideracgoes finais

As tartarugas marinhas estdo ameacadas de extingdo, e as alterag¢des climaticas em curso

provocam variag0es de temperatura que podem determinar a sustentabilidade das suas
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populacdes. E portanto de extrema importancia a existéncia de estudos que alertem para a

necessidade de adequar os planos de conservacao as diferentes praias de nidificagdo.

Até ao momento existem poucos estudos sobre a influéncia do habitat de nidificacdo no sex-
ratio das tartarugas marinhas, sendo importante perceber no futuro se com as altera¢Ges
climdticas as fémeas poderdo alterar: 1) os comportamentos de nidificacdo, optando por
nidificar em zonas mais frias para assegurar a producdo de machos ou 2) a época de nidificacdo
para periodos do ano mais frios (Godley et al. 2002). Até a data sabe-se que o local seleccionado
pelas tartarugas para a postura ndo é aleatdrio, uma vez que este local pode afetar a
sobrevivéncia e o desenvolvimento da prole. Ninhos colocados perto da linha de maré podem
ser inundados ou erodidos e ninhos afastados destas zonas aumentam o risco de predacao e
desorientacdo das crias. Apesar das zonas de floresta serem importantes para a producdo de
machos, também podem provocar a desorientacdao dos recém-eclodidos através da sombra

resultante das arvores e arbustos altos (Kamel & Mrosovsky 2006).

Ao longo da sua evolugdo as tartarugas marinhas conseguiram adaptar-se a alteragbes
climdticas, provavelmente através: 1) alteragdes no comportamento de nidificacdo, como a
colocacdo das posturas a maior profundidade e/ou a antecipag¢io das datas para periodos mais
frescos; 2) seleccdo dos locais de postura para locais mais ensombrados ou 3) modulacdo
gradual dos mecanismos fisiolégicos que regulam a diferenciacdo sexual em resposta a
temperatura (Mazaris et al. 2008; Fuentes et al. 2010). Estes mecanismos podem tamponizar o
sex-ratio das crias dos efeitos do aquecimento global (Telemeco et al. 2009). No entanto, os
dados genéticos e comportamentais sugerem que as tartarugas marinhas podem nao possuir
uma capacidade de adaptagdo suficientemente rdpida de modo a que possam compensar 0s
efeitos negativos do aquecimento global (Fuentes et al. 2010), uma vez que a velocidade das

alteracgOes actuais é muito superior a das altera¢des do passado geoldgico (Wibbels 2003).

Os impactos do aquecimento global sdo mais facilmente observados durante a reproducao,
através de alteragGes no periodo de incubacdo, no sucesso de eclosdo e na fitness dos recém-
eclodidos (Hawkes et al. 2009). Nas praias de nidificagdo, o aumento da temperatura, mesmo
considerando os valores mais conservadores previstos pelo Intergovernmental Panel on Climate
Change (2007) de 1,1 - 2,9 °C para 2099, podera provocar grandes mudangas nos sex-ratios dos
recém-eclodidos no sentido de uma produgdo desequilibrada de fémeas (Parry 2007; Hawkes et
al. 2009). E necessario uma melhor compreensdo de como o sex-ratio desequilibrado das
tartarugas podera estd a afectar a sua dindmica populacional (Godfrey et al. 1999; Zbinden et

al. 2006).
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Este estudo reforca a importancia do papel que a nidificacdo no solo da floresta tera para a
producdo de machos, e portanto da existéncia de diferentes zonas térmicas em Poildo para a
producdo equilibrada de sexos. Uma vez que Poildao é dos lugares mais importantes para a
nidificacdo de C. mydas (Catry et al. 2009), seria importante manter/preservar os diferentes
habitats de nidificacdo que compdem esta ilha para a conservacao desta espécie de tartaruga
marinha. Noutras praias de nidificacdo importantes para a tartaruga-verde na Guiné, por
exemplo no Parque Nacional de Orango, quase todos os ninhos sdo colocados em zonas
expostas. Poildo, por ter floresta, ao contrario de outras ilhas/praias de desova, é assim um local

prioritdrio para a conservacdo desta espécie.

Para assegurar a producdo de um sex-ratio mais equilibrado, os planos de conservacao mais
utilizados passam por aumentar as zonas ensombradas nas praias ou relocalizar ninhos para
locais com temperaturas mais frias, dentro da mesma praia ou em praias diferentes. As
vantagens e desvantagens destas técnicas variam entre espécies e locais. Também é importante
identificar novas areas de nidificacdo, especialmente se as actuais se tornarem insustentaveis

devido as alteragdes climaticas.

Este trabalho foi relevante, visto que se realizou num dos locais mais importantes para a
nidificacdo da tartaruga-verde e por Poildo possuir pelo menos duas zonas de nidificacdo
termicamente distintas (zona exposta e floresta) que podem possibilitar uma produgdo de sexos
mais equilibrada, em comparagdo com locais que ndo possuem zonas ensombradas. Se a floresta
litoral desaparecer totalmente no futuro, ainda assim havera producdo de machos mas, de
apenas 15% do total (60% da produgdo de machos que é estimado ocorrer actualmente). A
conservacao da floresta litoral é assim essencial para o equilibrio do sex-ratio desta populacdo

de tartarugas marinhas.
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Anexos

Figura 1. Disseca¢do das génadas de tartaruga-verde recém-eclodida. A seta indica a
gonada, estrutura esbranquicada na superficie ventral do rim.
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Figura 2. Registador automatico de
temperatura (data logger), Tinytag
Plus 2 TGP-4017, usado para o
registo das temperaturas de
incubacdo.

60



