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Resumo

Informacdes sobre a biologia reprodutiva de Podocnemis expansa sdo cruciais para fins de
manejo em cativeiro. Com isto, objetivou-se descrever as caracteristicas reprodutivas,
biométricas, ambientais e relacionar os niveis de horménios esteroides gonadais circulantes e
perfil bioguimico do plasma com os estados reprodutivos de P. expansa em cativeiro no
Amazonas. Foram coletadas 167 amostras de sangue, nos quatro (4) épocas dos estados
reprodutivos: marcgo (vitelogénese), maio (acasalamento), agosto (assoalhamento) e outubro-
novembro (desova) de machos e fémeas em um criador comercial no Iranduba. Também
registramos informacdes biométricas dos adultos, dos ninhos e filhotes. Além de
acompanhamento do periodo embrionario, eclosdo e sexagem de filhotes. Em cada coleta
foram coletados dados ambientais de pH, DBO e temperatura da agua e da praia. Nas analises
hormonais foram realizadas dosagens para testosterona e estradiol, pela técnica ELISA e
andlises bioquimicas (proteinas totais, calcio, colesterol, triglicerideos, glicose, sodio e
potassio). Com isso, para condi¢Ges ambientais, observou-se que os teores de pH e DBO variam
ao longo ciclo reprodutivo para P. expansa criadas em cativeiro. Ndo houve variacdo no
tamanho e peso de fémeas e machos ao longo do ciclo reprodutivo, em contrapartida houve
diferenca no tamanho e peso dos ovos. O tamanho do animal teve influéncia no nimero de ovos
e tempo de incubacéo dos filhotes. Para os resultados hormonais, o estradiol variou igualmente
em fémeas e machos, com picos na vitelogénese. Nao houve diferencas significativas entre 0s
teores de testosterona em ambos 0s sexos. Dentre os pardmetros bioquimicos, os teores de
colesterol e triglicerideos variaram, em fémeas, tiveram suas maiores médias entre as fases de
vitelogénica e acasalamento. Nos machos houve variagdes apenas para triglicerideos, com
aumento na desova. Para glicose também houve variancia, nas fémeas os teores foram menores
no assoalhamento e nos machos houve aumento no estado de vitelogénese. Assim como houve
produtivo, nos niveis de proteina total em fémeas e machos. Que de maneira semelhante
apresentaram maiores teores na fase da desova em ambos os sexos. Diferengas significativas
nos niveis de calcio foram observadas apenas em machos. Altera¢6es nos niveis de sédio foram
encontradas em fémeas e machos, com picos na vitelogénese. Os niveis de lipidios circulantes
estdo significantemente associados positivamente a relacdo E2:T em fémeas. Os resultados
obtidos neste estudo poderéo subsidiar outros estudos com fins de inducdo de desova e melhor

gestdo de manejo em cativeiro.

Palavras-chave: Tartaruga-da-Amazonia; Reproducdo; Endocrinologia; Bioquimica sérica
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Abstract

Information on the reproductive biology of Podocnemis expansa is crucial for captive
management purposes. This study aimed to describe the reproductive, biometric, environmental
characteristics and relate the levels of circulating gonadal steroid hormones and plasma
biochemical profile with the reproductive stages of P. expansa in captivity in Amazonas. A
total of 167 blood samples were collected, in the four (4) seasons of the reproductive states:
March (vitellogenesis), May (mating), August (sunbath) and October-November (spawning) of
males and females in a commercial breeder in Iranduba. We also record biometric information
on adults, nests and chicks. In addition to monitoring the embryonic period, hatching and
offspring sexing. In each collection, environmental data on pH, BOD and water and beach
temperature were collected. In the hormonal analysis, dosages for testosterone and estradiol
were performed, using the ELISA technique and biochemical analyzes (total proteins, calcium,
cholesterol, triglycerides, glucose, sodium and potassium). Thus, for environmental conditions,
it was observed that the pH and BOD contents vary throughout the reproductive cycle for P.
expansa bred in captivity. There was no variation in the size and weight of females and males
throughout the reproductive cycle, on the other hand, there was a difference in the size and
weight of eggs. The size of the animal had an influence on the number of eggs and incubation
time of the offspring. For hormonal results, estradiol varied equally in females and males, with
peaks in vitellogenesis. There were no significant differences between testosterone levels in
either sex. Among the biochemical parameters, the levels of cholesterol and triglycerides
varied, in females, they had their highest averages between the vitellogenic and mating phases.
In males there were variations only for triglycerides, with an increase in spawning. For glucose
there was also variance, in females the levels were lower in sunbath fase and in males there was
an increase in the vitellogenic state. As well as there was productive, in the levels of total protein
in females and males. That similarly showed higher levels in the spawning phase in both sexes.
Significant differences in calcium levels were observed only in males. Changes in sodium levels
were found in females and males, with peaks in vitellogenesis. Circulating lipid levels are
significantly positively associated with the E2:T ratio in females. The results obtained in this
study may support other studies aimed at inducing spawning and better management in

captivity.

Keywords: Amazon river turtle; Reproduction; Endocrinology; Serum biochemistry



INTRODUCAO

Os queldnios vem sendo utilizados pela humanidade desde os primordios e sdo um dos
grupos de animais com maior impacto no mundo por causa das demandas sobre eles no
comércio, sendo como fonte de proteina (carne e ovos), fins culturais /e animais de estimacéo
(ANDRADE et al., 2021; DANTAS FILHO et al., 2020). Na Asia existem dois tipos de
comeércio de tartarugas vivas: para alimentacdo e medicina tradicional, e uso como animal de
estimacdo (GONG et al., 2009). No Brasil, o consumo de tartarugas € uma pratica habitual
ligada a populagdo amazonica, desde o periodo colonial (ANDRADE, 2012).

O consumo desordenado destes animais e seus ovos acarretou uma reducdo em diversas
populacdes de espécies amazonicas (STANFORD et al., 2020). As espécies de queldnios de
agua doce mais procuradas sdo da familia Podocnemidae (ANDRADE, 2008). Principalmente
as fémeas tartaruga-da-Amazonia (Podocnemis expansa), em razdo do seu grande porte e alta
quantidade de ovos (PANTOJA-LIMA et al., 2014).

As tartarugas-da-amazonia passam a maior parte da vida em ambiente aquético, saindo para
ambiente terrestre apenas no periodo de desova (ANDRADE, 2008; IBAMA, 2016). Apesar da
captura e venda de animais silvestres, estar proibida no Brasil desde 1967 (Lei N°5.197/67), é
nessa fase que estes animais estdo mais vulneraveis, neste momento que ocorre com maior
intensidade a caca e comercializacdo ilegal destes animais (ANDRADE et al., 2021). Devido a
intensa exploragéo deste recurso foi incentivada a criagcdo desses queldnios em cativeiro, para
fins comerciais e consequentemente também, reduzir a pressdo dos estoques naturais e previnir
a extincdo da espécie (ANDRADE, 2015).

Quando pensamos em reproducdo em cativeiro de uma determinada populacdo, é importante
conhecer pardmetros reprodutivos especificos, para o desenvolvimento de estratégias solidas
de gestdo. Particularidades anatdémicas, histologicas, enddcrinas, fisiologicas e
comportamentais, sdo ferramentas comumente utilizadas para estudar a reproducdo de
queldnios (KUCHLING, 1999). Essas informac6es, quando interpretadas corretamente sao
ferramentas que nos permitem desenvolver um manejo adequado a espécie.

Segundo Owens (1997) e Hamann et al. (2002), as tartarugas, assim como a maior parte
dos répteis, apresentam reproducdo sazonal, sendo este padrdo reprodutivo estabelecido por
hormdnios esteroides. A dosagem hormonal tém se mostrado um importante mecanismo para
compreender 0s processos reprodutivos uma vez que a atividade reprodutiva em répteis esta

associada a aumentos significativos nas concentragdes circulantes dos esteroides sexuais
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primérios, 17-B-estradiol (E>), testosterona (T) e progesterona (P4) (NORRIS; LOPEZ, 2011),
bem como substancias que devem ser incorporadas aos 6vulos, como vitelogenina, lipidios e
calcio (MARTINEZ-SILVESTRE; LAVIN; CUENCA, 2013).

Na natureza podemos nos deparar com obstaculos no estudo reprodutivo de queldnios, que
incluem dificuldades em encontrar animais (ou certos estagios da vida) regularmente durante
todo o0 ano, e auséncia de informac6es ao longo do ciclo reprodutivo, uma vez que estes animais
possuem habitos migratdrios e tem seus ciclos regidos pelos niveis das aguas (ALHO; PADUA,
1982; VOGT, 2008). Em avalia¢des de animais criados em cativeiro podemos obter um produto
claro e especifico (BOWKETT, 2009).

Os parametros reprodutivos de quelénios em cativeiro podem sofrer variacdo, dependendo
dieta, sexo, idade, habitat, condicdo corporea e até mesmo a época da coleta (KUCHLING,
1999). Além do que, a origem e por quanto tempo eles foram mantidos em cativeiro antes do
inicio do estudo devem ser considerados (CAMPBELL, 2006). Por isso se faz necessario uma
avaliacdo especifica para cada populacao.

Neste estudo, variaveis reprodutivas foram observadas ao longo do ciclo em cativeiro, e
assim foram associadas a fatores ambientais, endocrinos e fisiologicos. A motivagdo para a
realizacdo do trabalho consiste na caréncia de informacgdes sobre parametros reprodutivos a
respeito da espécie contemplada na pesquisa.

No capitulo 1, sera descrito uma revisdo de literatura abordando os principais conceitos a
respeito dos ciclos hormonais em tartarugas. O capitulo 2, comtempla os principais resultados
de avaliacdo biométrica de matrizes e reprodutores, bem como informacdes sobre os ninhos e
filhotes, assim como condi¢des ambientais (pardmetros da &gua e ar). E por fim, no capitulo 3,
descrevemos as variacdes observadas dos esteroides gonadais e parametros bioquimicos,
durante os principais estados reprodutivos desses individuos para matrizes e reprodutores.

Estudos como este podem contribuir na tentativa de induzir e acelerar o ciclo reprodutivo
em cativeiro, para buscarmos, no futuro, que as matrizes de P. expansa possam produzir mais
de uma vez por ano em cativeiro, gerando com isso mais ovos, diminuindo a pressao sobre
estoques naturais (FELDMAN, 2007). Com os principais resultados cientificos obtidos no
projeto, sera possivel apresentarmos aos criadores de quelénios do estado, um pacote
tecnoldgico completo sobre a reproducdo deste animal em cativeiro, melhorando o manejo e
criando alternativas de indugdo para ovoposicdo e gerando um maior retorno aos

guelonicultores.



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Descrever as caracteristicas reprodutivas, biométricas e relacionar os niveis de horménios
esteroides gonadais circulantes e perfil bioquimico do plasma com o0s eventos reprodutivos
(vitelogénese, acasalamento, assoalhamento e desova) de Podocnemis expansa Schweigger

(1812) criadas em cativeiro.

Objetivos especificos

- Avaliar o perfil biométrico do plantel ao longo do ciclo reprodutivo;

- Monitorar o periodo de desova, registrando as caracteristicas das fémeas e seus ninhos em
praia artificial;

- Avaliar o periodo de incubacdo dos ovos, 0 sucesso de eclosdo e indices biométricos de
filhotes de tartaruga-da-Amazo6nia em cativeiro;

- Analisar as relacGes alométricas das matrizes de P.expansa e seus respectivos ninhos, ovos e
filhotes em cativeiro;

- Estudar as relagdes entre a temperatura de incubacdo dos ninhos de P.expansa e do ambiente
com o sexo e tamanho dos filhotes.;

- Quantificar, avaliar e relacionar os niveis de testosterona (T) e B-estradiol (E2) com os
principais eventos reprodutivos (vitelogénese, acasalamento, assoalhamento e desova) do
plantel de reprodutores fémeas e machos de tartarugas-da-Amazonia criadas em cativeiro;

- Quantificar, avaliar e relacionar a concentracdo dos principais parametros bioquimicos do
plasma (colesterol, triglicerideos, glicose, proteina total, célcio, s6dio e potassio) com 0s
principais eventos reprodutivos (vitelogénese, acasalamento, assoalhamento e desova) do
plantel de reprodutores fémeas e machos de tartarugas-da-Amazonia criadas em cativeiro;

- Verificar se os hormdnios esteroides (testosterona, $-estradiol e a razdo E2:T) influenciam
na mobilizacdo de lipidios (triglicerideos e colesterol) ao longo dos principais eventos
reprodutivos: vitelogénese, acasalamento, assoalhamento e desova do plantel de reprodutores

fémeas e machos de tartarugas-da-Amazonia criadas em cativeiro



Capitulo 1 Ciclos reprodutivos e hormonios sexuais em tartarugas

Resumo

Estudos sobre a biologia reprodutiva séo essenciais nos programas de manejo de uma espécie.
Para compreender processos comportamentais € preciso conhecer interacGes coordenadas por
mecanismos neuroenddcrinos e meio ambiente. Dessa forma, pesquisas sobre a endocrinologia
reprodutiva de populacdes de quel6nios em vida livre e cativeiro sdo desenvolvidas para
melhorar nosso conhecimento neste @mbito. O ponto central das complexas interacdes
reprodutivas esta no papel dos esteroides gonadais, 0s quais sao espécie-especifica e necessitam
de investigacGes apropriadas. Considerando o cenério amazonico, as principais espécies de
tartarugas de agua doce pertencem ao género Podocnemis, as quais sdo alvo de manejo e
conservacéo do Programa PE-DE-PINCHA. Pouco se sabe sobre a endocrinologia reprodutiva
destes queldnios, mas provavelmente o padrdo da variacdo hormonal sobre a influéncia do
ambiente esteja associado ao ciclo reprodutivo, assim como em outras espécies, tanto de dgua
doce quanto marinhas. Compilar dados atuais e estudos j& disponiveis sobre a variacdo
hormonal e outros estudos sobre endocrinologia de tartarugas podem ser cruciais para as acdes

de manejo e conservacao das tartarugas amazonicas.

Palavras-Chave: endocrinologia, quelonios, reproducdo, esteroides gonadais;
Abstract

Studies on reproductive biology are essential in the management programs of a specie. To
understand behavioral process it is important to know interactions coordinated by
neuroendocrine mechanisms and the environment. In this way, research on the reproductive
endocrinology of free-ranging turtles and captive are developed to improve our knowledge in
this issue. The central point of complex reproductive interactions is the role of gonadal steroids,
which are species-specific and need appropriate investigations. In the Amazonian scenario, the
main species of freshwater turtles belonging to the genus Podocnemis, as which are the target
of management and conservation of the PE-DE-PINCHA Program. Little is known about the
reproductive endocrinology of these turtles, but probably the pattern of hormonal variation on

the influence of the environment that is associated with the reproductive cycle, as well as in
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other species, both aquatic or marine species. Compiling current data and studies already
available on hormonal variation and other studies on turtle endocrinology can be crucial for the

management and conservation of Amazonian turtles.

Key-words: endocrinology, turtles, reproduction and gonadal steroids;
1
1.1  INTRODUCAO

Atualmente varias espécies de tartarugas estdo em situacéo de vulnerabilidade ou com perigo
de extin¢do local (RODHIN et al., 2018; STANFORD et al., 2020). Em muitos rios da bacia
Amazonica houve um dramatico declinio populacional resultado de décadas de
superexploracdo (FIORI; SANTOS, 2013; FORERO-MEDINA et al., 2019). Para sua gestdo e
protecdo é fundamental conhecimento sobre a biologia e ecologia desses répteis, por isso em
todo o mundo sdo realizados estudos sobre a biologia reprodutiva de tartarugas, no entanto,
ainda existem muitas lacunas em nosso conhecimento.

Embora a ecologia reprodutiva das tartarugas tenha sido objeto de numerosos estudos de
longo alcance, a fisiologia reprodutiva desses animais Unicos € pouco conhecida
(IKONOMOPOULOU et al., 2014; BISTA; VALEZUELA, 2020). Trabalhos pioneiros sobre
ciclos reprodutivos tiveram seus resultados publicados na década de 1970 (MOLL, 1979). Tais
relatos tém implicagdes importantes para o planejamento de conservacdo. Campos-Silva et al.,
(2018) relataram em seu estudo que praias de desova desses animais, que séo protegidas pelas
comunidades locais, representam &reas com maior biodiversidade. E necessario maior
investigacdo nos mecanismos reprodutivos afim de se manejar com sucesso uma espécie.

Os mecanismos neuroenddcrinos estdo correlacionados com o meio ambiente e sdo
relevantes e atuam precisamente no controle e associacdo dos complexos processos
reprodutivos (NORRIS; LOPEZ, 2011). E fundamental compreender como a interagdo entres
esses fatores pode influir no sucesso reprodutivo dos quel6nios e corroborar para recuperacao
e conservacao de queldnios. Com isso, esta revisdo teve como objetivo identificar os estudos
que reportassem dados sobre hormonios reprodutivos (esteroides e gonadotrofinas séricas) e as
relacBes com o ciclo reprodutivo de varias espécies de tartarugas, visando compreender melhor
sobre a endocrinologia reprodutiva e seus ciclos em tartarugas amazénicas do género

Podocnemis em cativeiro e em vida livre.



1.2 METODOLOGIA

Para este artigo de revisdo, optou-se por levantamento bibliografico com pesquisas as
bases de dados em bibliotecas fisicas e virtuais. Como biblioteca fisica, devido acesso
facilitado, foi consultada a Biblioteca Setorial da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).
Bem como base de dados virtuais provenientes do Google académico, PubMed, SCielo e
Periodico CAPES (disponivel em www.capes.gov.br). Para isto, utilizou-se as combinacdes de
termos de pesquisa em inglés: “Hormones”, “Turtles”, “Reptilia”, “Gonadotropins” and
“Reproduction”. Além disso, utilizou-se uma combinacdo de termos em portugués:
“Reproducgdo”, “Queldnios”, “Conservacdo de queldnios” e “Tartarugas da Amazonia”.

Os critérios de inclusdo foram artigos que continham informacdes sobre biologia
reprodutiva ou biologia da conservacdo de tartarugas. A pesquisa eletrdnica ocorreu de janeiro
de 2020 a julho de 2021. Como critério de exclusdo, ndo foram considerados artigos que
abordavam apenas aspectos reprodutivos de Reptilia ndo-Chelonia. O material bibliogréafico
coletado abrange os anos de 1973 até 2021. A pesquisa identificou 81 trabalhos que foram

selecionados, cujos resultados serviram de base para formacéo deste trabalho.



1.3 BIOLOGIA REPRODUTIVA

A ordem Testudines ou Chelonia surgiu ha cerca de 200 milhdes de anos, sendo que 0s
registros fésseis mais antigos datam do Neotridssico (CADENA et al., 2010). Portanto, as
tartarugas pertencem a um dos grupos de “répteis” mais antigos do mundo. A palavra
“tartaruga” ¢ um termo genérico que designa um grupo heterogéneo que incluem as tartarugas
marinhas, tartarugas de dgua doce, cagados e jabutis (POUGH et al., 2008). De um modo geral,
a ordem possui dois grupos bem definidos: Pleurodira e Cryptodira. Esta classificacdo € baseada
no modo como as tartarugas retraem o pescoco para dentro do casco. Pleurodira séo aquelas
que dobram o pescoco horizontalmente, enquanto Cryptodira dobram verticalmente para dentro
do casco (RUEDA-ALMONACID et al.,, 2007). Os queldnios podem ser amplamente
encontrados nos mais variados habitats na terra, incluindo marinho, agua doce e terrestre
(VOGT, 2008). Este grupo possui ciclo de vida longo, ao qual sua maturidade sexual € tardia,
sendo que o tempo para alcancé-la é espécie-especifico (RUEDA-ALMONACID et al., 2007).

Tanto nas espécies terrestres quanto aquaticas, 0 acasalamento ocorre comumente proximo
as areas de desova (SCHOFIELD et al., 2016). Durante a época reprodutiva, 0s animais
agrupam-se para comportamento de corte e copula. O dimorfismo sexual é evidente nas formas
adultas (TRACCHIA, 2018). Entretanto, em filhotes ndo ha diferencas morfoldgicas externas
perceptiveis (BULL; VOGT, 1979; WYNEKEN, 2001; MALVASIO et al., 2012). As
tartarugas possuem fertilizacdo interna, no qual os machos possuem um érgdo copulador
alojado dentro da cloaca (WYNEKEN, 2001; TRACCHIA, 2018).

Todos os quel6nios sdo oviparos, ou seja, reproduzem-se por meio de ovos. No decurso
da desova, as fémeas aquaticas sobem a praia e depositam seus ovos em buracos no chéo, que
sdo escavados com as patas (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Os ninhos que alojam 0s
ovos podem ser constituidos de diferentes tipos de substratos, dependendo da exigéncia da
espécie, assim como o tempo do desenvolvimento embrionario € espécie-especifico. O periodo
de incubagéo para o0 género Podocnemis consiste de 42 a 65 dias, mas pode chegar entre 412 a
455 dias para Geochelone pardalis (PATTERSON et al., 1989; MAGALHAES et al., 2017),
considerando que o tempo de incubacdo dos ovos esta intimamente relacionado as
caracteristicas granulométricas do substrato, (ANDRADE, 2008, 2012; FERREIRA Jr, 2009)
e as condi¢cOes de umidade e temperatura ao longo do periodo de incubacéo podendo acelerar
ou retardar a eclosdo da ninhada (GOMEZ-SALDARRIAGA, 2016; MAGALHAES et al.,
2017; MICHALSKI et al., 2020).



Ao longo do desenvolvimento embrionario, inicialmente, as gbnadas sdo bipotenciais e
indistinguiveis em ambos 0s sexos. A determinacdo do sexo em tartarugas pode ser genética
(genotypic sex determination — GSD) ou dependente da temperatura (temperature-dependent
sex determination - TSD) (BISTA; VALEZUELA, 2020). Mas vale ressaltar que, na maioria
das espécies de quelbnios, 0 sexo é dependente da temperatura de incubagdo do ninho, ou seja,
existe um periodo critico no qual a temperatura exercera influéncia na definicdo do sexo, que
comumente € no segundo ter¢o do periodo de incubacdo (LUBIANA; FERREIRA JUNIOR,
2009). Porém, isto é variavel em algumas espécies. Por exemplo, em Podocnemis expansa o
periodo termossensivel aparentemente ocorre no Gltimo terco (BONACH et al., 2011). E
provavel que a velocidade do desenvolvimento embrionario inicial possa modificar o time do
periodo critico. Portanto, também ¢ possivel que possa influenciar na razao sexual da ninhada
(BULL; VOGT, 1979; BISTA; VALEZUELA, 2020).

Apos eclosdo e emergéncia dos ninhos, os recém-eclodidos imediatamente se dirigem a
agua. No periodo embrionario e nos primeiros dias de vida estes animais encontram-se em
maior vulnerabilidade. De maneira geral, as principais ameacas aos quel6nios sdo: caca
predatoria, degradacdo ambiental, perda de habitat, mudancas climaticas e enfermidades, as
quais podem levar a reducdo do tamanho populacional e extin¢do local de espécies vulneraveis
(CASTELLO; MACEDO, 2015; ANDRADE, 2017; RODHIN et al., 2018; STANFORD et al.,
2020).

1.4 CONSERVACAO E BIOLOGIA DAS MAIS IMPORTANTES ESPECIES
TARTARUGAS DA AMAZONIA

O Brasil € um dos cinco paises com maior riqueza em espécies de quelénios, com total de
36 especies. Desse total, a regido Amazonica € a mais relevante, representando cerca de 47%
(VOGT, 2008; van DIJK et al., 2014). Todavia, a maioria dos esfor¢cos para conservacao de
queldnios sdo direcionados as tartarugas marinhas. Pode-se citar o projeto TAMAR

(www.tamar.org.br), criado em 1980 e considerado uma das experiéncias de sucesso de

conservacao de tartarugas marinhas no mundo, o Projeto Quel6nios da Amazonia do IBAMA,
criado em 1979 (CANTARELLI et al., 2014) e o projeto PE-DE-PINCHA (https:/pt-
br.facebook.com/pedepincha). O Programa Pé-de-pincha € um programa de protecdo dos

ninhos e conservacao das tartarugas de agua doce criado em 1999 pelos comunitéarios da cidade

de Terra Santa, Estado do Para e pesquisadores da Universidade Federal do Amazonas, e que
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ja fez a soltura de mais de cinco e meio milhdes de recém-eclodidos na natureza e que vem
sendo desenvolvido em 118 localidades/comunidades de 15 municipios da regido (ANDRADE,
2017). Esses programas de protecdo/conservacao tém influente participacdo dos comunitarios
locais, acdes de académicos voluntarios e projetos de pesquisa (ANDRADE, 2015; MOREIRA,;
ROBLES, 2017). Para o cenario amaz6nico, o Programa PE-DE-PINCHA atua especialmente
sobre um importante recurso de subsisténcia para os ribeirinhos (ANDRADE, 2017).

Das seis espécies do género Podocnemis, apenas quatro estdo amplamente distribuidas na
Amazonia brasileira: Podocnemis expansa Schweigger (1812), Podocnemis unifilis Troschel
(1848), Podocnemis sextuberculata Cornalia (1849) e Podocnemis erythrocephala Spix (1824)
(van DIJK et al., 2014). Para as comunidades que vivem as margens dos rios e dos lagos
amazonicos, estes quelonios sdo utilizados tradicionalmente na culinaria e no dia-a-dia e sempre
constituiram um item importante de seguranca alimentar durante a seca (ANDRADE, 2015;
2017). Contudo, as espécies P. expansa e P. unifilis sdo as mais abundantes, amplamente
distribuidas e as mais consumidas na regido amazénica (PEZZUTI et al., 2010; DANTAS
FILHO et al., 2020). Embora em menor escala, a espécie P. sextuberculata também é bastante
explorada como recurso alimentar pelas populacGes tradicionais da Amazénia (ANDRADE,
2015).

Entre as espécies de tartarugas de agua doce amazonicas, P. expansa é a maior em tamanho.
As fémeas desta espécie podem atingir um comprimento de carapaca de 90 centimetros e pesar
em média cerca de 60 kg, Vale ressaltar que esta tartaruga pode depositar de 100 a 190 ovos
esféricos de casca branca e mole por postura (RUEDA-ALMONACID et al., 2007; VOGT,
2008; RODHIN et al., 2018). No Brasil é popularmente conhecida como “tartaruga da
Amazonia”, enquanto o macho ¢ denominado “capitari” ou “capitaré”. (ANDRADE, 2008) Na
fase adulta, existe um claro dimorfismo sexual, sendo 0s machos quase duas vezes menores que
as fémeas. Porém, ndo existem diferencas morfoldgicas entre 0s sexos nos primeiros anos de
vida. Durante a cheia, estes animais acumulam energia para migrarem e reproduzirem-se. As
fémeas desovam pela primeira vez com cerca de 10 anos de idade e 10 kg de peso (ANDRADE,
2015). Durante a desova, as tartarugas tém preferéncia por areia com granulometria grossa e 0s
ninhos tém entre 55 a 80 cm de profundidade (CATIQUE, 2011). O periodo de incubacdo dos
ovos varia de 36 a 75 dias e apos emergirem os filhotes pesam cerca de 22 g. Como em outras
espécies, as condi¢cBes ambientais podem afetar diretamente o tempo de eclosdo da ninhada
(FERREIRA JUNIOR; CASTRO, 2003; ANDRADE, 2008).



A espécie P. unifilis é a segunda espécie em tamanho. E conhecida como “tracaja”, enquanto
o macho é denominado “zé-prego”. Estima-se que esta espécie atinge sua maturidade sexual
apos os sete anos. (ANDRADE, 2008). Por isso, a manutencdo de populagbes naturais
saudaveis depende da existéncia de animais sexualmente maduros, principalmente as fémeas.
Também existe um dimorfismo sexual, sendo as fémeas maiores que 0s machos. Fémeas
medem 34 cm de comprimento de carapaca e pesam 3,6 a 10 kg enquanto que machos adultos
pesam em media 3 kg. No entanto, entre os recém-eclodidos ndo existem diferencas
morfoldgicas entre os sexos (VOGT, 2008; FERRARA et al., 2016; LUSTOSA et al., 2016).
Seus ninhos sdo feitos em praias, barrancos e até no meio do capim com 18-25 cm profundidade
e pbem em média 23 ovos (de 10 até 50 ovos) alongados de casca dura com coloracdo
esbranquicada. A dimensdo média dos ovos varia de 42 x 29 mm e peso médio de 21,7 +2,1 g
(ANDRADE, 2008). A estacédo de desova varia geograficamente e a incubagéo varia de 45a 70
dias, dependendo da temperatura de incubacdo. Geralmente os filhotes emergem durante a noite
e pesam cerca de 13-18 g (LUSTOSA et al., 2016). Do ponto de vista da conservacao bioldgica,
o tracaja apresenta as mesmas vulnerabilidades da tartaruga da Amazénia (ALCANTARA,
2014).

No caso de P. sextuberculata, dependendo da localidade é denominada vulgarmente como
“lacd” “cambéua” ou “pititt”. Os iagas sdo menores que os tracajas, as fémeas medem 24,4 +
5,5 cm de comprimento de carapaca e pesam de 2,5 a 5 kg. Assim como tracaja e a tartaruga,
os machos sao menores que as fémeas sendo popularmente chamados de “anori” (ANDRADE,
2008). A desova ocorre logo ap6s as praias surgirem, sendo a primeira a desovar, em seguida o
tracaja e posteriormente a tartaruga-da-amazonia (VOGT, 2008). A ovoposi¢do ocorre durante
a noite no qual o ninho é escavado em na areia, tendo uma média de 17 cm de profundidade,
com tamanho da ninhada podendo variar de 6 a 25 ovos. Os ovos sdo elipsoidais de casca mole
e medem de 20,1 a 58,7 mm de comprimento e de 15,3 a 47,3 mm de largura (FERRARA et
al., 2017). A eclosdo dos ovos ocorre, geralmente, de 55 a 70 dias (ANDRADE, 2015). Ao
nascerem possuem seis protuberancias no plastrdo que tendem a desaparecer com o avancar da
idade. Os filhotes emergidos tem em média 4,3 cm e um peso médio de 16,6 g (VOGT, 2008).

Ainda que existam inumeros estudos sobre ecologia, conservacdo e até mesmo sobre
biologia reprodutiva geral, as informagdes integradas sobre comportamento reprodutivo e
endocrinologia das espécies de tartarugas da Amazonia sdo quase inexistentes (MOLINA,
1999; REBELO; PEZZUTI, 2000; VOGT, 2008; ANDRADE, 2015; CAMPOS-SILVA et al.,
2018; FORERO-MEDINA et al., 2019). Uma das poucas informaces disponiveis sobre este
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assunto, foi realizado em animais mantidos em cativeiro (FRENEAU et al., 2017), sendo que
os resultados deste estudo serdo discutidos mais adiante. Porém, faz-se necessario interpretar,
de maneira integrada, tanto os estudos sobre comportamento reprodutivo e acdo dos fatores
ambientais, quanto os dados sobre endocrinologia reprodutiva das tartarugas. Infelizmente,

informac0es sobre horménios reprodutivos em tartarugas de 4gua doce amazonica séo escassas.

1.5 PAPEL DOS FATORES AMBIENTAIS NAS ATIVIDADES REPRODUTIVAS

Entender como as atividades reprodutivas de tartarugas estéo relacionadas ou séo afetadas
pelo ambiente que habitam, desde 0 momento embrionario até 0 momento de ovoposi¢éo, séo
fundamentais para elaboracdo de medidas de conservacdo adequadas, na compreensao sobre
dindmica populacional da espécie e por ultimo, mas ndo menos importante, fornecer suporte
para criacdo em cativeiro (conservacao ex-situ).Considerando que 0 Amazonas possui 0 maior
nimero de criadores cadastrados do pais (ANDRADE, 2008; FERRARA et al., 2016),
informacdes sobre a dindmica enddcrina associada aos eventos reprodutivos poderdo corroborar
para o desenvolvimento de ferramentas operacionais e estratégias de manejo para criacdo em
cativeiro, possibilitando alavancar a queloniocultura no estado (ANDRADE, 2008; NORRIS;
LOPEZ, 2011).

De maneira geral, a reproducdo em répteis € tipicamente iniciada por meio de sinais
ambientais, que presumivelmente desencadeada internamente por meio de estimulos
neuroenddcrinos (NORRIS; LOPEZ, 2011). Externamente, a importancia da temperatura e
disponibilidade de alimento podem afetar o comportamento reprodutivo desses animais, como
ocorre, por exemplo, em tartarugas marinhas (MARN, 2017). O fotoperiodo é considerado
também outro fator importante na reproducdo de répteis, uma vez que pode afetar a
recrudescéncia gonadal e gametogénese (BURGER, 1937). Nas espécies tropicais, existem dois
fatores significativos para o desencadeamento das atividades sexuais: temperatura e
precipitacdo (LICHT, 1984).

Para os quel6nios, a temperatura ambiente € fundamental para manutencdo da temperatura
corporal. Estes animais obtém calor por intermédio da exposicdo direta aos raios solares. As
trocas de calor s@o realizadas durante o assoalhamento nas praias ou nos troncos. O calor €
necessario para acelerar os processos digestivos, crescimento e acelerar a maturagdo dos ovos,
além de ajudar na eliminacdo de ectoparasitas (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). As

tartarugas amazonicas permanecem ao sol por horas, principalmente quando as temperaturas
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no exterior das aguas atingem os valores mais quentes do dia, supostamente atuando na
aceleracao da formacao dos ovos (VOGT, 2008).

Claramente, nas espécies de tartarugas amazoOnicas a determinacdo sexual ocorre
principalmente pela atuacdo de fatores ambientais (BONACH et al., 2011). Para estes animais,
temperaturas elevadas durante o periodo termossensivel culminardo em uma predominancia de
fémeas, enquanto temperaturas abaixo da temperatura pivotal (teoricamente, a temperatura
capaz de produzir uma proporc¢édo de 1:1 na razdo sexual) o nimero de machos sera prevalente
(SOUZA; VOGT, 1994; BISTA; VALENZUELA, 2020; LUBIANA; FERREIRA-JUNIOR,
2009). Portanto, a escolha do local de desova influenciaré na propor¢do de machos e fémeas da
ninhada. No momento da desova, a tartaruga adota estratégias para melhorar a taxa de
sobrevivéncia da ninhada e manter uma razdo sexual necessaria as necessidades populacionais
da espécie (FERREIRA-JUNIOR, 2009). No entanto, ndo ha como evitar os efeitos devidos aos
eventos ambientais estocasticos, tais como as cheias ou secas prolongadas associadas aos
eventos climaticos extremos, como ‘El nifio” ou “La nifia” (SANTIDRIAN TOMILLO et al.,
2020).

Outro fator que esta intimamente ligado as atividades reprodutivas das tartarugas
amazénicas € o ciclo de alternéncia do fluxo de agua dos rios. Variagdes no regime das aguas
como as cheias e vazantes sdo consequéncias da precipitacdo na bacia Amazonica e degelo das
cordilheiras dos Andes (ALHO; PADUA, 1982a; ANDRADE, 2012; 2015; FERRARA et al.,
2016). A sincronia entre as atividades reprodutivas de P. expansa e o regime dos rios €
conhecida tanto pelos povos tradicionais da Amazonia e foi sistematizada pelos pesquisadores
ha varias décadas (ALHO; PADUA, 1982a; 1982b; FERREIRA Jr, 2009 EISEMBERG et al.,
2016). Estudos anteriores verificaram que durante a cheia as tartarugas amazonicas
permanecem nos lagos. Nesse periodo acumulam reservas energéticas que serdao alocadas para
0s processos reprodutivos. No inicio da vazante, as tartarugas migram para o canal principal
dos rios principais e, finalmente, deslocam-se aos sitios de desova, onde se agrupam até o
momento da subida na praia (ALHO; PADUA, 1982b). Praticamente, todas as espécies de
tartarugas amazonicas sdo extremamente sensiveis as mudancas extremas do regime das aguas.
Fendmenos como inundacdes das praias de desova por represamento, efeitos do repiquete
(fendmeno de subida repentina do nivel da dgua que ocorre durante a vazante/seca) podem
alterar a dindmica populacional dos individuos de vida livre (PANTOJA-LIMA, 2009;
ANDRADE, 2012; FERRARA et al., 2016).
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1.6 HORMONIOS REPRODUTIVOS EM TARTARUGAS

Além da influéncia dos fatores ambientais (temperatura, precipitacdo, fotoperiodo), as
fungdes gonadais sdo reguladas por uma complexa interacdo de fatores enddcrinos e paracrinos,
como a liberagdo de hormdnios hipotalamicos, particularmente o hormonio liberador de
gonadotropina (GnRH), que esta diretamente envolvido na regulacdo da reproducdo em
vertebrados (KUCHLING, 1999; NORRIS; LOPEZ, 2011). O eixo hipotalamo-hipofise-
gonadal (HHG ou HPG, pois a hipofise também conhecida como pituitaria) é a principal via
regulatdria para a reprodugdo em vertebrados (GODWIN; CREWS, 2002). Um dos principais
hormdnios sintetizados no hipotalamo é o GnRH, sendo possivel encontrar suas diferentes
variantes no cérebro dos répteis (KUMAR et al., 2011). Este hormdnio estimula a secrecdo de
gonadotrofinas (GTHSs) da hip6fise anterior (adeno-hipofise) e que, consequentemente, regula
as fungdes gonadais (TOKARZ; SUMMERS, 2011). Assim como nos mamiferos, as GTHs
sdo: 0 horménio foliculo-estimulante (FSH), que influencia principalmente o desenvolvimento
de gametas, e o horménio luteinizante (LH), que influencia principalmente a producao de
esteroides sexuais e a liberagdo de gametas (KUCHLING, 1999; NORRIS, 2007).

O ponto central das complexas interacdes reprodutivas estd no papel que os esteroides
gonadais, principalmente, testosterona (T), 17p-estradiol (E2) e progesterona (Pa),
desempenham no inicio e/ou na manutencdo da condigdo reprodutiva. A concentracdo sérica
dos esteroides gonadais, tanto em machos (Tabela 1), quanto em fémeas (Tabela 2) variam em
funcdo da espécie, localidade, idade e periodo reprodutivo. Os horménios esteroides séo
produzidos a partir do precursor do colesterol, o qual é mobilizado das reservas lipidicas para
as gbnadas, tanto nos machos, quanto nas fémeas. Fontes extra-gonadais, tais como as glandulas
adrenais também produzem pequenas quantidades de esteroides sexuais (JESSOP et al., 2004).
Em machos, a produgdo de androgenos tende a aumentar conforme o crescimento do animal
(OWENS, 1997). A secrecdo andrdgena na circulagdo atua no desenvolvimento das
caracteristicas e comportamentos sexuais. A testosterona é o principal androgeno, além disso,
este hormonio apresenta acentuada varia¢do sazonal, uma vez que esta intimamente associado
as atividades reprodutivas (HAMANN et al., 2005; AL- HABSI et al., 2006; VALENTE, et al.
2011). Os androgenos regulam, de maneira diferente, a espermatogénese, pois depende do
estado de desenvolvimento dos testiculos. Isto foi claramente observado em Sternotherus
odoratus, uma espécie de tartaruga de agua doce amplamente distribuida na América do Norte

(MCPHERSON et al., 1982). Os estrogenos podem manter os testiculos no estado de repouso.
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Contudo, durante a temporada reprodutiva hd um aumento tanto de T quando de P4 (LICHT et
al., 1980; NORRIS; LOPEZ, 2011).
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Tabela 1.1 - Valores com médiatdesvio padrédo dos esteroides gonadais (em ng/mL) em fémeas de varias espécies de tartarugas encontradas em diferentes ambientes.

- . . Periodo Testosterona Estradiol Progesterona A
Familia Especie Habitat Local reprodutivo (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) Referéncias
Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho China Recém-eclodido 0,105 + 0,030(14) 0,205 + 0,050 (14) - Xia et al. (2011)
Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho Ooma Desova (imerséo) - 0,089 + 0,007 (9) - Mahggtﬁ)et al,

. . . x Desova Mahmoud et al.
Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho Oma (escavaciio) - 0,072 £ 0,006 (11) - (2011)

. . . x Desova Mahmoud et al.
Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho Ooma (efetivada) - 0,098 £ 0,010 (13) - (2011)
Cheloniidae | Chelonia mydas | Marinho omé Desova (sem i 0,085 + 0,006 (17) - Mahmoud et al.

Sucesso) (2011)

. . . x Desova Al-Habsi et al.
Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho Oomé (efetivada) 0,42 £ 0,040 (22) - 4,3+0,71 (22) (2006)
Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho Oma Desova (imersao) 0,30 £ 0,039 (21) - 1,99 £ 0,26 (21) AI—I—(ISgg%()et al.

. . . x Desova Al-Habsi et al.
Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho Oomé (escavagiio) 0,29 + 0,026 (12) - 1,74 £0,21 (12) (2006)
Cheloniidae | Chelonia mydas | Marinho oma Desova (sem 0,29 + 0,045 (16) - 175+ 047 (16) | Al-Habsi etal.

sucesso) (2006)
. Dermochelys . . Pré-ovulatorio Rostal et al.
Dermochelyidae coriacea Marinho | Costa Rica (maduro) 0,225 £ 0,280 (13) 0,053 £ 0,006 (13) - (1996)
. Dermochelys . . Pré-ovulatorio Rostal et al.
Dermochelyidae coriacea Marinho | Costa Rica (intermedidrio) 0,129 £ 0,166 (6) 0,028 + 0,005 (6) - (1996)
. Dermochelys . . Pds-ovulatorio Rostal et al.
Dermochelyidae coriacea Marinho | Costa Rica (emprobecido) 0,318 £ 0,089 (7) 0,0160 * 0,004 (7) - (1996)

" . Acasalamento- Valente et al.

Cheloniidae Caretta caretta | Marinho Espanha Desova - - 0, 656 (2011)
. Chelydra . Wisconsin, Ovulagao- Mahmoud e Litch
Chelydridae serpentina Dulcicola EUA Vitelogénese 0,900 (45) 0,244 (53) 0,93 (38) (1997)
. Graptemys Dulcicola o 0,793 £ Shelby et al.
Emydidae flavimaculata (ri0s) Muississippi Julho 0,085 + 0,016 (27) 0,180 (7) 0,471(10) (2000)
Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho Isla de aves Desova (imersao) - - 0,65; 1,99 (2) Litch et al (1980)
(Venezuela)
Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho Isla de aves Desova - - 1,37 £0,19 (11) | Litch et al (1980)
(Venezuela)
Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho Isla de aves Pés-desova - - 42,9; 44,1 (2) Litch et al (1980)

(Venezuela)

15



Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho México Copulacéo 1,23 + 0,29 (16) - 3,3+0,42 (16) | Litchetal (1980)
Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho México - 1,28 + 0,46 (9) - 2,93+1,44(9) | Litchetal (1980)
Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho México Desova completa 1,32+ 0,31 (9) - 7+218(9) Litch et al (1980)
Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho México Pds-desova (48h) 0,26 £ 0,11 (6) - 0,118 + 0,001(6) | Litch et al (1980)
. Lepidochelys . Indias Marco 0,471.3+0,086 Rostal et al.
Cheloniidae kempi Marinho Ocidentais (acasalamento) 0,378 £ 0,040 (10) 0,021 + 0,001 (10) (10) (1998)
Maio
" Lepidochelys . Indias (nidificagao) 0,0007 +£ 0,001 ) Rostal et al.
Cheloniidae kempi Marinho Ocidentais fiulho (ps- 0,030 £ 0,004 (10) (10) (1998)
desova)
. Lepidochelys . Indias dezembro (pré- i ) 0,143 £ 0,032 Rostal et al.
Cheloniidae kempi Marinho Ocidentais acasalamento) (10) (1998)
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Tabela 1.2 - Valores com médiatdesvio padrdo dos niveis de testosterona (em ng/mL) em machos de varias espécies de tartarugas encontradas em diferentes ambientes.

Familia Espécies Habitat Local Periodo reprodutivo Te(srt](g)]%grl_c;na Referéncias
Cheloniidae Chelonia mydas | Marinho China - 0,186 + 0,058 (14) Xia et al. (2011)
Cheloniidae Caretta caretta Marinho Espanha Pre-acasala;?;iﬂt)o (janeiro a 47,43-6,3 (1) Valente et al. (2011)
Cheloniidae Caretta caretta Marinho Espanha Desova 38,92 (1) Valente et al. (2011)
Chelydridae Chelydra =1 by 1cicola | VVISCONSIN, Espermatogése- 25(43)-50 (45) | Mahmoud e Litch (1997)

serpentina EUA Espermiogénese
. Graptemys . NPT
Emydidae flavimaculata Dulcicola | Mississippi Outubro 8,52 (4) Shelby et al. (2000)
. Gopherus Durango, Antes da desova .
Testudinidae flavomarginatus Terrestre México (abril-maio) 133,15 (1) Trépaga et al. (2000)
Testudinidae Gopher_us Terrestre Dur’ar}go, Final da desova (julho) 1028 + 108,66 (4) Trépaga et al. (2000)
flavomarginatus México
Testudinidae Gopher_us Terrestre Dur/aqgo, Pds-hibernagdo (novembro) | 310,31 + 124,41 (6) Trépaga et al. (2000)
flavomarginatus México
Cheloniidae Lepldochelys Marinho I_ndlas . Pds-desova (setembro) 8,44 + 0,65 (10) Rostal et al. (1998)
kempi Ocidentais
Cheloniidae Lepldoch_elys Marinho I_ndlas . Nidificacdo (maio) 0,65 £ 0,16 (10) Rostal et al. (1998)
kempi Ocidentais
. Terrapene Indiana, .
Emydidae carolina Terrestre EUA Comportamentos sexuais 2827,18 + 600,41 (3) Currylow et al. (2013)
. Terrapene Indiana,
Emydidae carolina Terrestre EUA Comendo 2092,67 + 735,35 (2) Currylow et al. (2013)
. Terrapene Indiana, .
Emydidae carolina Terrestre EUA Abril 1386,0 £ 317,0 Currylow et al. (2013)
. Terrapene Indiana, .
Emydidae carolina Terrestre EUA Desova (maio) 172,5 + 337,2 Currylow et al. (2013)
Testudinidae Geochelone nigra | Terrestre Galapagos, Estagdo de acqsalamento 28,94 + 6,38 (8) Schramm et al. (1999)
Equador (fevereiro)
Testudinidae Geochelone nigra | Terrestre Gé;aup;g;)rs, Pés-desova (novembro) 3,75+ 0,97 (8) Schramm et al. (1999)
- . Galapagos,
Testudinidae Geochelone nigra | Terrestre Equador Desova (setembro) 1,83 £ 0,29 (8) Schramm et al. (1999)
Cheloniidae Caretta caretta Marinho F:E()Lzl/cbj\a, Reprodutivamente inativos 2,82 + 0,66 (4) Blanvillain et al. (2008)
Cheloniidae Caretta caretta Marinho F:;Sia’ Reprodutivamente ativos 113 + 6,45(36) Blanvillain et al. (2008)
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Em fémeas, os estrégenos e androgenos sao primariamente produzidos e secretados pelas
células da teca nos ovarios, enquanto o P4 é produzido pelo corpo liteo durante a fase pos-
ovulatoria (NORRIS; LOPEZ, 2011). O 17p-estradiol é o principal estrogeno secretado em
répteis, e comumente é objeto de estudo em fémeas. A producgdo hormonal varia muito ao longo
do ano, dependente da espécie, sexo, condi¢des ambientais e/ou condi¢do reprodutiva. Os
androgenos cumprem a funcdo importante como precursores de estrogenos. Porém,
recentemente foi observado que os androgenos e os receptores também tém papel fundamental
na determinag&o da densidade ovariana em Chelydra serpentina (SCHOEDER; RHEN, 2019).
O hormonio P4 é um precursor essencial para sintese de outros esteroides. Além do mais, a
inducdo da vitelogénese esta intimamente relacionada a presenca de estrégenos circulantes.
Estudos realizados em Chrysemys picta demonstraram que a progesterona atua como inibidora
das gonadotrofinas (KLICKA; MAHAMOUD, 1977). Em resposta ao aumento na secre¢éo de
progesterona, os niveis de liberacdo de GnRH diminuem, especialmente os valores de LH. Nas
fémeas os valores plasmaticos de progesterona permanecem baixos enquanto que as
concentragOes de E: estdo altas, sugerindo que a inducdo do estradiol na vitelogénese é regulada
por fatores progestagenos.

Outro importante horménio produzido pelas fémeas é a vitelogenina (\Vtg). A vitelogénese
€ um processo estrogeno-dependente, ou seja, sua inducdo ocorre pela presenca de altas
concentracdes de estrogenos circulantes (NORRIS; LOPEZ, 2011). Porém, a sintese da Vtg ndo
ocorre no ovario, mas no figado, o que ocasiona uma hipertrofia no 6rgao durante sua producao
(GAVAUD, 1986). A Vtg é responsavel pela alocacdo de grandes quantidades de material
nutritivo (vitelo) para o crescimento e maturacéo folicular durante a vitelogénese. Por exemplo,
os altos niveis de triglicerideos encontrados em fémeas de C. picta estdo associadas ao
desenvolvimento ovariano (DUGGAN, et al., 2001). Um elemento que tem sido usado como
indicador da vitelogénese em queldnios é o célcio, que naturalmente se liga a molécula de Vtg
quando transportado na corrente sanguinea (NORRIS; LOPEZ, 2011). Como a vitelogénese é
um processo que envolve grande mobilizagdo energética materna, a alimentacdo das fémeas
nos periodos que antecedem a desova, torna-se um fator limitante para reproducao anual das

tartarugas.

1.7  CICLOS HORMONAIS EM TARTARUGAS
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Embora o ciclo reprodutivo das tartarugas tenha sido objeto de numerosos estudos de longo
prazo, a endocrinologia reprodutiva desses animais é pouco conhecida, se comparada aos
demais vertebrados. Trabalhos pioneiros nesta area foram publicados na década de 1970
(MOLL, 1979). Tais relatos podem ajudar a desenvolver ferramentas operacionais e estratégias
de manejo para a criagdo em cativeiro e planejamento de a¢des conservacionistas para animais
de vida livre. Exemplos de estudos em animais de vida livre foram feitos para a tartaruga
terrestre Gopherus polyphemus. Para esta espécie, foram disponibilizados resultados sobre
ciclos sazonais dos hormdnios esteroides testosterona, 17p-estradiol, progesterona, bem como
a relacdo do comportamento de acasalamento e estes esteroides gonadais (OTT et al., 2000).
Nas fémeas desta espécie, o periodo de acasalamento dura cerca de cinco meses, iniciando em
meados do més de junho. Enquanto, a vitelogénese dura cerca de sete meses, comegando no
més de agosto. Apds isso, ocorre o periodo de desova. Como esperado, o0s niveis de E» estdo
intimamente associados a vitelogénese, ou seja, 0 pico ocorre no inicio de agosto e dura cerca
de sete meses. Por outro lado, o pico de progesterona ocorre no momento da ovoposic¢édo (Figura
1A). Ja nos machos, a espermiogénese inicia-se no comeco do acasalamento.
Concomitantemente, os niveis de T acompanham o periodo de acasalamento, e, por sua vez, a
espermatogénese, espermiogénese e espermiacdo (Figura 1B). Portanto, observa-se claramente

uma sincronia entre 0s eventos reprodutivos e as varia¢cdes nos hormonios esteroides gonadais.
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Figura 1 - Representacdo esquematica das flutuacdes hormonios esteroides e eventos
reprodutivos nas fémeas (A) e machos (B) de Gopherus polyphemus. A intensidade
de cor dentro dos retangulos indica o pico dos eventos reprodutivos e dos esteroides
gonadais. Modelo adaptado de Ott et al. (2000).

Em tartarugas marinhas, a fisiologia reprodutiva vem sendo descrita principalmente para
fémeas (NORRIS; LOPEZ, 2011). A relagéo entre variacdo hormonal e eventos reprodutivos
tem sido amplamente estudada em tartaruga-verde, Chelonia mydas (LICTH et al., 1979;
HAMMAN et al., 2005; AL-HABS et al., 2006; IKONOMOPOQOULOU et al., 2014). Uma
generalizacdo dos eventos reprodutivos e sua relagdo com ciclo hormonal de Chelonia mydas
pode ser observada na figura 2. Nesta espécie, a vitelogénese ocorre alguns meses antes da
migracdo e dura cerca de 10-12 meses. Similarmente, como ocorre na tartaruga terrestre
Gopherus polyphemus, o pico de estradiol ocorre no inicio da vitelogénese. O aumento na
concentracdo de E» sugere que este esteroide seja o principal horménio que desencadeia o
crescimento folicular (HO et al., 1987). Os niveis de testosterona tendem a aumentar
coincidente com a receptividade do acasalamento, sugerindo que a testosterona realmente tem
participacdo no comportamento reprodutivo das fémeas (LICHT et al., 1979). Durante o
periodo de nidificacdo, a concentracdo de T tende a decrescer conforme as sucessivas
oviposturas na temporada. Enquanto isto, o0 hormonio luteinizante (LH) tende a aumentar no
comeco do periodo de nidificacao e tem pico no final deste periodo e no comeco da oviposicao.
E nesse momento que ocorre um pico da progesterona (LICHT et al., 1979). Outros estudos

realizados nesta espécie tém corroborado tais observacdes (AL-HABS et al., 2006).

T LH

Vitelogénese Acasalamento | Nidificacido | Oviposicio
(10-12 meses) (1-2 meses) (horas) (minutos)

Pico
Pico

Figura 2 - Linha do tempo dos eventos reprodutivos e variagdo dos hormonios sexuais em fémeas de tartaruga
verde, Chelonia mydas. A intensidade de cor das figuras indica o pico de concentracdo dos hormdnios
sexuais. Modelo adaptado de AL-HABS et al. (2006).

Em Chelydra serpentina, uma espécie de tartaruga de agua doce, os ciclos gonadais e

hormonais foram estudados detalhadamente em ambos os sexos (LEWIS; KLICKA, 1979;
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MESNER et al., 1993; MAHMOUD; LICHT, 1997). Esta tartaruga ocorre na América do
Norte, e 0 acasalamento estende-se de mar¢co a novembro. Nos machos, entre os meses de abril
e maio, 0s pesos dos testiculos diminuem. Porém, a gbnada aumenta a partir deste periodo,
contudo volta a diminuir no més de outubro quando os espermatozoides séo transferidos para
os epididimos (WHITE; MHURPY, 1973). O pico de T e FSH ocorre sincronicamente com a
espermatogénese e a espermiacdo; entretanto, os niveis de FSH ocorrem antes do que 0s niveis
de testosterona (Figura 3). Para esta espécie, os ciclos ovariano e testicular sao mais curtos do
que os relatados em outras tartarugas de agua doce (MAHMOUD; LICHT, 1997). Mendonca
e Licht (1986) encontraram dados similares para tartaruga almiscarada, Sternotherus odoratus,
no qual foi possivel verificar que os niveis de T e FSH sdo/ maiores de agosto até o final de
outubro, no entanto concentracfes de LH ndo foram detectaveis. Em fémeas de C. serpentina
em cativeiro, a ovulacdo é um processo rapido e a medida que os foliculos descem para os
cornos uterinos, hd um aumento significativo de E; e P4 (MAHMOUD; LICHT, 1997). Os
foliculos ovarianos sdo pequenos de meados de junho até o final de julho, mas aumentam de
tamanho rapidamente em agosto e setembro, atingindo o tamanho ovulatorio no final de outubro
(WHITE; MHURPY, 1973). Os niveis de testosterona, 17p-estradiol e progesterona sao
altamente correlacionados com o crescimento folicular e vitelogénese (MAHMOUD; LICHT,
1997).

Hormonio foliculo estimulante (FSH)
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Figura 3 - Associacdo entre as fases do ciclo espermatogénico e hormdnios

reprodutivos de macho de Chelydra serpentina. A intensidade de cores nas figuras
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indica o pico dos hormonios testosterona e foliculo estimulante. Modelo adaptado de
MAHMOUD; LICHT (1997).

1.8 CICLO HORMONAL EM P. expansa

Recentemente, foi publicado o primeiro registro sobre endocrinologia reprodutiva de P.
expansa (FRENEAU et al., 2017). Os autores avaliaram os niveis de hormdnios gonadotroficos,
esteroides gonadais, corticosterona e prolactina em animais mantidos em condi¢bes de
cativeiro. No entanto, deve-se considerar o fato de que os animais foram transferidos do seu
local de origem (Estacdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais
Renovaveis - IBAMA, Rio meia-ponte, Nerdpolis-GO) para um reservatdrio projetado com
banco de areia (Setor experimental de Piscicultura, Goiania-GO, Universidade Federal de
Goias). Nas fémeas, houve um aumento nos niveis de 17p-estradiol entre os meses de maio a
julho. Em algumas areas da regido amazonica, estes meses correspondem ao pico das aguas
cheias. Na natureza, durante a cheia, as fémeas acumulam reservas nutritivas que serdo alocadas
para as atividades reprodutivas. Portanto, como nos demais répteis, o pico de 17 B-estradiol nos
meses de maio a junho pode coincidir com o periodo da vitelogénese em P. expansa. Por outro
lado, os niveis de P4 apresentaram um aumento no periodo da seca (entre os meses de julho a
outubro) e diminuem na estacdo chuvosa (novembro a maio). Portanto, nesta espécie, as
concentragOes de E; e P4 apresentaram uma relagéo inversa. O papel da progesterona em repteis
ainda nao é muito claro. Devido a sua a¢do antigonadotrdpica, a P4 pode atuar na retencdo de
ovos até que as condigdes sejam favoradveis (HO et al., 1987). Contudo, como informado
anteriormente, este estudo foi realizado em animais transferidos para area experimental,
portanto, ndo se pode afirmar que investimento energético do animal. Além disso, ndo se sabe
ao certo se os animais efetivamente desovaram. Nos machos, 0s picos das concentragdes de
testosterona ocorreram nos meses de maio e julho. O pico de T pode coincidir com o periodo
de acasalamento na natureza. Baseados nos resultados registrados acima, uma representacao
gréfica apresentada na figura 4 sugere como 0s eventos reprodutivos podem estar associados as
variagdes nos esteroides gonadais de P. expansa, e possivelmente, eventos similares podem
ocorrer nas outras espécies do género Podocnemis. Garcez (2009) em seu estudo apresentou
um panorama comportamental para P. expansa em criadores do Amazonas, avaliando desde a
desova até a eclosdo. Tais comportamentos podem ser associados aos eventos endocrinos das

espeécies.
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Figura 4 - Modelo sugestivo entre os eventos reprodutivos e variagdo nos niveis de esteroides

gonadais das tartarugas amazonicas do género Podocnemis. O modelo foi baseado nos dados de

esteroides gonadais de P. expansa realizados por Freneau et al. (2017) e Garcez (2009). A intensidade

de cores dentro das figuras representa o pico dos eventos reprodutivos e hormonais.

1.9 CONCLUSOES

Como observado para outras espécies de tartarugas, é provavel que o padrdo da variagao

hormonal associado ao ciclo reprodutivo também possa ocorrer nas tartarugas amazoénicas.

Contudo, assim como o comportamento reprodutivo de P. expansa é governado pelo pulso

hidrologico na Amaz6nia, muito provavelmente os ciclos hormonais também devem flutuar em

funcdo de variaveis ambientais.

Por tanto, a escassez de estudos sobre endocrinologia reprodutiva e comportamento da

reproducao das tartarugas amazonicas de vida livre e em cativeiro dificulta a compreensao de

como os fatores ambientais (temperatura, precipitacdo, fotoperiodo, alimentacdo) afetam o

desempenho reprodutivo destas espécies. O conjunto dessas informacBes podem ser cruciais

para as acdes de manejo e conservacgéo das tartarugas amazonicas.
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Capitulo 2 Caracteristicas reprodutivas de Podocnemis expansa em

cativeiro, Iranduba-AM

Resumo

Dos estados brasileiros, o Amazonas destaca-se como o maior em nimero de criadores de
queldnios registrados. Informacdes sobre a biologia dos animais sdo fundamentais a niveis de
gestdo desses animais em condicGes de cativeiro. Neste estudo objetivou-se descrever as
caracteristicas reprodutivas e biométricas de Podocnemis expansa em cativeiro no Amazonas.
Os dados foram coletados na Fazenda Agropecudria Nossa Senhora Aparecida, Iranduba/AM.
Para isso, foram realizadas cinco coletas, aos quais os plotes foram repetidos nos mesmos locais
em quatro (4) épocas do estado reprodutivo: marco (vitelogénese), maio (acasalamento), agosto
(assoalhamento) e outubro-novembro (desova). Em cada coleta foram coletados dados
ambientais de pH, DBO e temperatura da &gua e da praia. Assim como foi realizado biometria
e sexagem de matrizes e reprodutores. Também foram registradas informacdes reprodutivas da
desova e acompanhamento do periodo reprodutivo e posteriormente a eclosdo dos filhotes e
sexagem. Observou-se que os teores de pH e DBO variam ao longo ciclo reprodutivo para P.
expansa criadas em cativeiro, recomenda-se a avaliacdo periddica dos niveis, a fim de que
processos bioldgicos destes animais ndo sejam inibidos. Assim como foi visto que o tamanho e
peso de machos e fémeas de P. expansa ndo varia ao longo do ciclo reprodutivo em animais de
cativeiro, em contrapartida foi possivel encontrar variacdes no tamanho e peso dos ovos nos
diferentes anos de coleta. Verificamos que o tamanho das fémeas tem relagcdo com o nimero de
ovos e distancia da agua onde foi construida a cova. Da mesma forma, o tempo de incubacéo é
influenciado pelo tamanho das matrizes. O nimero de ovos também se mostrou positivamente
relacionado ao nimero de dias de incubacdo. A massa total da desova também apresentou
relacdo com comprimento e largura dos filhos, sendo que quanto maior a massa, maiores 0s
filhotes eclodidos. Os resultados obtidos neste estudo permitem contribuir com informacgdes

basais para prever informagdes importantes no sucesso reprodutivo.

Palavras-Chave: manejo reprodutivo; queldnios; ciclo reprodutivo; reproducéo; tartaruga-da-

Amazonia.
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Abstract

Of the Brazilian states, Amazonas stands out as the largest number of registered turtle breeders.
Information about the biology of animals is fundamental to levels of management of these
animals in captivity conditions. This study aimed to describe the reproductive and biometric
characteristics of Podocnemis expansa in captivity in Amazonas. Data were collected at
“Fazenda Agropecuaria Nossa Senhora Aparecida”, Iranduba/AM. For this, five collections
were carried out, and the plots were repeated in the same places in four (4) times of the
reproductive state: March (vitellogenesis), May (mating) , August (sunbathe) and October-
November (spawning) . In each collection, environmental data on pH, BOD and water and
beach temperature were collected. As well as biometrics and sexing of matrices and sires.
Reproductive information about spawning and monitoring of the reproductive period and later
hatching and sexing were also recorded. It was observed that the pH and BOD levels vary
throughout the reproductive cycle for P. expansa bred in captivity, it is recommended the
periodic evaluation of the levels, so that the biological processes of these animals are not
inhibited. As it was seen that the size and weight of males and females of P. expansa does not
vary along the reproductive cycle in captive animals, on the other hand, it was possible to find
variations in the size and weight of eggs in different years of collection. We found that the size
of females is related to the number of eggs and distance from the water where the pit was built.
Likewise, the incubation time is influenced by the size of the matrices. The number of eggs was
also positively related to the number of days of incubation. The spawning total mass was also
related to the length and width of the offspring, with the greater the mass, the larger the hatched
offspring. The results obtained in this study allow us to contribute with baseline information to

predict important information on reproductive success.

Keywords: reproductive management; turtles; reproductive cycle; reproduction; Giant

Amazon river turtle.
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2.1 INTRODUCAO

Desde os primordios os quel6nios representaram uma importante fonte de proteina,
considerando sua carne e seus ovos, além do uso de seus subprodutos (VOGT, 2008). A
utilizacéo das tartarugas como fonte alimentar ainda € um importante recurso econémico em
algumas localidades, principalmente na Asia, atuando assim no mercado internacional
(STANFORD et al., 2020). A exploracdo deste recurso também ocorre na regido Amazonica,
desde o periodo pré-colonial, com os indigenas e, depois, pelas comunidades ribeirinhas
(ANDRADE et al., 2021; PANTOJA-LIMA et al., 2014).

Por se tratar de um habito enraizado na cultura dos nativos da regido, encontra-se resisténcia
para mudanca no habito alimentar da populacdo, em contrapartida torna-se necessario a ado¢éo
de medidas de conservacdo para espécies que tiveram suas populacdes reduzidas pela
exploragdo desordenada (ANDRADE, 2015; DANTAS FILHO et al., 2020). Diante disso, a
criacdo comercial e 0 manejo comunitario de quelénios sdo ferramentas potenciais para atender
a essa demanda.

Dos estados brasileiros, o Amazonas destaca-se como 0 maior em numero de criadores
registrados (ANDRADE ET AL., 2021; DANTAS FILHO et al., 2020). A permissdo para
criacdo comercial é dada pela Instrugdo Normativa MMA n° 07/2015. Essa IN abrange espécies
como a tartaruga-da-amazonia (Podocnemis expansa), tracaja (P.unifilis), iaca
(P.sextuberculata) e mugua (Kinosternon scorpioides), 0 que permitiu que muitos produtores
que tinham interesse em criar tartarugas, pudessem procurar os 6rgdos ambientais e se
registrarem para criar legalmente esses animais (ANDRADE, 2008, 2015; DANTAS FILHO et
al., 2020).

Das seis espécies do género, P. expansa, a tartaruga-da-amazonia € a maior espécie da
América do Sul em tamanho e peso, chegando a atingir 90 cm e 65 kg (Figura 1) (IBAMA,
2016). O tamanho do corpo é importante na diferenciacdo sexual em adultos pois, as fémeas
sdo bem maiores e tem cauda curta, pesando em média 30 a 45 kg, enquanto que o macho,
denominado popularmente como “capitari” ou “capitaré”, atingem um tamanho menor e cauda
mais comprida (ANDRADE, 2008, 2012; FERRARA et al., 2017; RUEDA-ALMONACID et
al., 2007).

InformacGes sobre a biologia dos animais sdo fundamentais a niveis de gestdo. Nog6es sobre
caracteristicas dos animais, ambientais, informacdes da ninhada e filhotes (biometria e razdo

sexual) sdo varidveis importantes para compreender 0s processos e resultados de manejo
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(ANDRADE, 2008). Garcez (2009) com intuito de contribuir com dados sobre espécies
amazonicas, acompanhou e analisou resultados obtidos sobre tais parametros, em cativeiro,
realizado em 18 propriedades da capital e interior do Amazonas.

Outro fator a considerar é que, caracteristicas maternas tém demonstrado influéncias em
pardmetros como: a forma dos ninhos, numero de ovos e filhotes produzidos (PIGNATI;
PEZZUTI, 2012). Dessa forma, muitos estudos estdo sendo voltados para a alometria
reprodutiva, que consiste na andlise das relagdes entre as variaveis biométricas das fémeas
reprodutoras e tamanho dos seus ovos e filhotes por meio de equacdes mateméaticas (BONACH,;
PINA; VERDADE, 2006; PORTELINHA et al., 2013)

Compreender a relagdo dos pardmetros reprodutivos destas espécies em cativeiro,
representam o fechamento completo de um ciclo de producdo (farming) (ANDRADE ET AL.,
2021; ANDRADE, 2008; FERRARA et al., 2017). Nesse sentido, é imprescindivel que sejam
disponibilizadas aos criadores de queldnios informacdes técnicas e cientificas relacionadas a
criacdo desses animais (ANDRADE, 2008; VOGT, 2008).

Figura 1 - Exemplar da fémea espécie Podocnemis expansa (A). Reprodutor
de tartaruga-da-amazénia (B). Ovos coletados na praia apds a postura (C).
Recém-eclodido de tartaruga-da-amaz6nia (D). Fonte: Lopes, T. 2019
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

Descrever as caracteristicas reprodutivas e biométricas de Podocnemis expansa em cativeiro no

Amazonas.

2.2.2 Obijetivos especificos

- Avaliar o perfil biométrico do plantel ao longo do ciclo reprodutivo;

- Monitorar o periodo de desova, registrando as caracteristicas das fémeas e seus ninhos em
praia artificial;

- Avaliar o periodo de incubagdo dos ovos, 0 sucesso de eclosdo e indices biométricos de
filhotes de tartaruga-da-Amazo6nia em cativeiro;

- Analisar as relacGes alométricas das matrizes de P.expansa e seus respectivos ninhos, ovos e
filhotes em cativeiro;

- Estudar as relacdes entre a temperatura de incubacé@o dos ninhos de P.expansa e do ambiente

com o sexo e tamanho dos filhotes.;
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2.3 HIPOTESES

HO: O peso varia ao longo dos eventos reprodutivos (vitelogénese, acasalamento,
assoalhamento e desova) de matrizes e reprodutores de Podocnemis expansa (tartaruga-da-
Amazonia) criadas em cativeiro;

H1l: O peso ndo varia ao longo dos eventos reprodutivos (vitelogénese, acasalamento,
assoalhamento e desova) de matrizes e reprodutores de Podocnemis expansa (tartaruga-da-
Amazo6nia) criadas em cativeiro;

HO: Caracteristicas biométricas das matrizes de Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia)
criadas em cativeiro estdo associadas as caracteristicas dos seus respectivos ninhos e filhotes;

H1: Caracteristicas biométricas das matrizes de Podocnhemis expansa (tartaruga-da-Amazoénia)
criadas em cativeiro ndo estdo associadas as caracteristicas dos seus respectivos ninhos e
filhotes;

HO: Variaveis climaticas (temperatura e pluviosidade) tém influéncias na producéo de ovos, na
taxa de eclosédo e razdo sexual de filhotes de Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazoénia)
criadas em cativeiro;

HO: Variaveis climaticas (temperatura e pluviosidade) ndo tém influéncias na producao de
0vos, na taxa de eclosdo e razdo sexual de filhotes de Podocnemis expansa (tartaruga-da-
Amazo6nia) criadas em cativeiro;
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2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Descricao da area de estudo

Os dados foram coletados na Fazenda Agropecuaria Nossa Senhora Aparecida (Bicho do
Rio) (3°11°11”S 60°17°5070), de propriedade do Sr. José Silva de Vasconcelos, localizada a
Rodovia Manoel Urbano, Am-070, Km 26, ramal 2.5 - Pico Belo Vista, no municipio
Iranduba/AM (Figura 2), em quatro periodos de coleta: (marco/20) vitelogénese, (maio/19)
acasalamento, assoalhamento (agosto/20) e desova (outubro-novembro/19).

O tanque de matrizes e reprodutores da Bicho do Rio possui 277 m de perimetro e area de
3.886 m2 para um plantel de aproximadamente 795 quel6nios adultos, com uma area de 1500
m?2 de praia. A fonte hidrica que alimenta o cultivo é decorrente de um igarapé perene com
vaz&o de 3,5 It/s que nasce na propriedade vizinha e cruza toda propriedade de norte a sul. Agua
é renovada periodicamente, esvaziando-se parcialmente o tanque, através de monges ou canos
cotovelos instalados nos tanques. A densidade total do cultivo é de 0,08 animais/ m? e a razdo
sexual é de 0,5:1 (F:M). A barragem é cercada por vegetacao nativa. A criagéo é registrada no
IBAMA desde 1999, Registro No. 02005.002782/99-65.

Os animais estudados foram alocados numa mesma barragem (Figura 2) e submetidos ao
mesmo tratamento nutricional. A alimentacdo dos animais consistia basicamente em racdo de
crescimento extrusada para pescado da marca Confianga ®, 10 mm de granulometria (ver tabela
2.1). Com proporc¢0es diarias baseadas em aproximadamente de 1,5 & 3% da biomassa, sendo
50 kg por dia. O alimento era fornecido uma vez ao dia, por volta das 16h00. Também se

utilizaram-se fontes de “produtos de cultura” a “subprodutos” conforme a disponibilidade.

Tabela 2.1 — Niveis de garantia de Ragdo Confianca
Peixe Crescimento a nivel de 28% de proteina bruta.

Componente

Proteina Bruta minimo 280,0 g/kg
Extrato Etéreo minimo 40,0 g/kg
Fibra Bruta minimo 65,0 g/kg
Matéria Mineral maximo 130,0 g/kg

Calcio maximo 35 g/kg

Fosforo total minimo 15 g/kg
Umidade maxima 100 g/kg
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Figura 2 - Localizagio da “Fazenda Bicho do Rio” via satélite. Fonte: https://www.google.com/maps (A). Vista ampliada da
barragem de matrizes da propriedade (B). Fonte: LOPES, T. 2020

2.4.2 Metodologia de captura e biometria

Foram realizadas cinco coletas, aos quais 0s plotes foram repetidos nos mesmos locais em
quatro (4) fases do estado reprodutivo: marco (vitelogénese), maio (acasalamento), agosto
(assoalhamento) e outubro-novembro (desova). Utilizamos para classificacdo os principais
estados reprodutivos das fémeas.

Estes estados reprodutivos estdo baseados no estudo fisiologico de Freneau et al. (2017),
Alho e Padua (1982) e Garcez (2009) para espécie em cativeiro. Descritos como a 12
fase/marco: (P6s-desova/vitelogénese) este periodo corresponde ao tempo apos a desova, com
inatividade sexual, onde os animais de alimentam e acumulam energia para vitelogénese, que
consiste no crescimento folicular e sua maturacdo; A 2?2 fase/maio: (Acasalamento) ao qual é
possivel visualizar grande movimentacao no tanque, sinalizado na natureza como um periodo
migratorio. Onde os animais ficam no boiadouro, aos quais ocorrem movimentos de corte e
copula. Na 32 fase/agosto: (Assoalhamento/deambulacao) é possivel ver as fémeas assoalhando,
tanto na praia quanto na agua e pouco antes da desova sobem a praia para iniciar a deambulacao,
que se caracteriza pela caminhada na praia assim de observar o ambiente. E na 42 fase/outubro-
novembro: (Desova) que consiste na subida a praia para ovoposic¢ao, com abertura do ninho e
deposicédo dos ovos, concluindo com o fechamento do ninho.

Em cada coleta eram capturados 40 individuos, 20 fémeas e 20 machos, com excec¢do na
coleta correspondente ao periodo de desova (ver tabela 3.1). Em decorréncia da situacdo de
Pandemia da doenca SARS- COV-2 (COVID-19), ndo foi possivel realizacdo de coletas
planejadas no ano de 2020, por isso utilizamos os dados de acasalamento e desova do ano de

2019. Para captura dos animais utilizamos rede de pesca tipo arrastdo (8x70 m), com malha de
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50 mm. Utilizamos as metodologias biometria e marcagdo descritas por Andrade et al., 2016
(Figura 3-A).

Todos os procedimentos foram autorizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais,
situado na Universidade Federal do Amazonas-UFAM, com autorizacdo de nimero (064/2019),
de acordo com a Lei N0.11.794 e possuindo Licenca SISBIO n° 19232.

A biometria foi realizada com o uso de paquimetro de precisdo (Haglofer 80 cm) e balanca
do tipo Pesola® para animais até 10 kg e balanca de mola tipo dinamémetro com capacidade
até 50 kg. Foram tomadas medidas do comprimento e largura retilinea da carapaca (CRC e
LRC), comprimento e largura do plastrdo (CP e LP), altura da carapaca (AC), peso e também
foi feita a estimativa de idade pela contagem dos anéis de crescimento nos escudos da carapaga
do comprimento da carapaca (CRC), da largura da carapaca (LRC), do comprimento do plastrdo
(CP), da largura do plastréo (LP) e da altura da carapaca (AC) segundo ANDRADE et al. (2016)
e ARAUJO (2017). Para sexagem observa-se a cauda e abertura na parte inferior do plastrao.

Durante o periodo da nidificagdo (setembro e outubro) adotamos outra metodologia de
captura, para causar o minimo de interferéncia possivel na desova. Ao subirem a praia e
concluirem a ovoposicdo, as fémeas eram colocadas em decubito dorsal (viragcdo) para coleta
de sangue e, posteriormente, realizdvamos a biometria e marcacdo (Figura 3-B). Para 0s

machos, neste periodo utilizamos a metodologia comumente adotada nas coletas anteriores.

Figura 3 - Captura das tartarugas com Rede tipo arrastao (A) Captura
na praia de fémea de Podocnemis expansa por viragdo (B). Fonte:
Lopes, T. 2019
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2.4.3 Coleta dos dados ambientais

Durante as coletas, nos quatro periodos diferentes do ciclo (vitelogénese, acasalamento,
assoalhamento e desova), dados de potencial hidrogenidnico (pH), temperatura da agua,
temperatura do ar, umidade do ar e demanda bioquimica de oxigénio (DBO) foram realizadas
respectivamente com pHmetro (Jenwey™), aparelhos dataloggers individuais (Hobos® TidBit
v2® Onset®) e medidor de DBO (Lutron®©) (Figura 4). O acompanhamento das temperaturas do
ninho durante o periodo embrionario foi feito com auxilio de datalogger. Os dataloggers
registraram as temperaturas de hora em hora durante o periodo embrionario dos filhotes, e
também foram colocados na agua e na praia registrando a temperatura da agua e do ar até o
periodo do ultimo nascimento. Os dados pluviométricos foram coletados da estacdo TRMM
9225 — Iranduba (3°15°0°’S 60°15°00°°0), via Sistema de Monitoramento Agrometeorol6gico
(Agritempo) (http://www.agritempo.gov.br/agritempol/jsp).

Figura 4 - Aparelho pHmetro (A). Aparelho medidor de DBO (B).
Datalogger instalado na praia (C). Fonte: Lopes, T. 2020

2.4.4 Monitoramento das praias e transferéncia dos ovos

O monitoramento da praia foi realizado de acordo com procedimentos descritos por Andrade
et al (2016). Durante os meses do ciclo reprodutivo (setembro a outubro) foi observado o

comportamento reprodutivo dos animais alojados na barragem MATRIZES (Figura 5-A). No
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periodo de desova (setembro a outubro), os recintos foram monitorados diariamente no
criadouro. No periodo da manha, foi realizada vistoria nos possiveis locais de postura para
identificacdo dos ninhos, observando a presenca de solo recentemente perturbado, rastros
deixados na noite pelas fémeas (Figura 5-B) ou ninhos cobertos externamente com areia Umida
(ANDRADE, 2015). E no periodo noturno (2h00-3h00) foi observada a praia, em busca de
fémeas que estivessem fazendo o ninho e a postura dos ovos, sendo registrado o processo de
desova e sua frequéncia (Figura 5-C). Para cada ninho encontrado, foram registradas as
seguintes variaveis: data da postura, nimero de ovos, profundidade e largura do ninho, distancia
da agua e da vegetacdo. De cada ninho realizamos biometria de dez ovos, sendo tamanho (mm)
e massa (g).

Os ninhos encontrados foram transferidos para uma “chocadeira”, que era uma area de areia
cercada com placas de aluminio, medindo 1855,23 m? (Figura 5-E). Os ovos foram contados e
foi realizada a biometria e pesagem de dez ovos de cada ninhos (Figura 5-D). Aos serem
transferidos para chocadeira, os ninhos foram divididos em 2 ou 3 covas artificiais com 50 cm
de profundidade e receberam piquetes contendo informacdes de numero do ninho, sigla da

espécie, data de postura e namero de ovos (Figura 6).

Figura 5 - Matrizes e reprodutores se deslocando na barragem do criadouro (A).
Vestigios de subida das fémeas na praia (B). Captura por viracdo das fémeas encontradas
apos a desova (C). Retirada e biometria de ovos de ninhos naturais (D). Transplante dos
0vos para covas artificiais da chocadeira (E). Fonte: LOPES, T. 2019
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Figura 6 — Chocadeira da propriedade Bicho do Rio. Fonte: Lopes, T. (2020)

2.4.5 Biometria e sexagem dos filhotes

Posteriormente a desova (novembro-janeiro) aguardamos em média 60 dias para o
nascimento dos filhotes na chocadeira. Imediatamente ap6s o nascimento dos filhotes, foram
realizados registros do nimero de filhotes nascidos vivos, nimero de ovos ndo viaveis ou
gorados, numero de ovos inférteis, para estimativa da taxa de ecloséo. Os filhotes de cada cova
foram medidos e pesados.

Foram feitas as seguintes medidas com paquimetro de plastico de 150 mm: comprimento
retilineo da carapaca (CRC), largura retilinea da carapaca (LRC), comprimento do plastréo
(CP), largura do plastrdo (LP), e altura (H). Com uma balanca digital (capacidade de 240 g,
precisdo de 1 g) foi feita a pesagem de cada individuo. Apds a biometria, os filhotes foram
marcados e alojados em uma caixa d’agua de 1000 litros e depois de 14 dias foram transferidos
para um lugar denominado bercério (instalacdo onde os filhotes ficaram durante o primeiro ano
de vida) que possui 45,06 m de circunferéncia e area total de 162,21 m2.
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Figura 7 — Mensuracdo de medidas biométricas com paquimetro (A) e mensuracao de
massa com balanga digital (B) de filhote de P. expansa.
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Figura 8 — Localizacdo via satélite da chocadeira da propriedade bicho do rio. Fonte:
https://www.google.com.br/intl/pt-PT/earth/ (A) e vista ampliada da chocadeira (B). Fonte: Lopes, T.

(2021)
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Para sexagem dos filhotes, utilizamos a histologia das gbnadas por ser a técnica mais segura
(MALVASIO et al., 2012). Para o processo as gonadas serdo cuidadosamente retiradas com
tesoura de ponta fina e bisturi para, entdo, serem fixadas em glutaraldeido (GTA, 25%),
tamponado (pH 7,3) e pds-fixadas em etanol 70%. As amostras serdo desidratadas em gradiente
de etanol (80% e 96%) e emblocadas em resina metacrilato (Tecnovitch®).

As sec¢Oes (cortes) serdo obtidas em 5um e corados em Hematoxilina-Carazzi-Eosina (HE).
Adicionalmente, amostras serdo coradas em Azul de Toluidina (0,12%), técnica do PAS (acido
periddico e reagente de Schiff) para identificacdo de células ricas em mucinas neutras e Azul
de Alcian (pH 2,5) para observacdo de células ricas em mucinas &cidas. Esses métodos de
coloracdo serdo utilizados para verificar possiveis diferencas entre as gonadas (testiculos e
ovarios) em relacao a presenca de mucopolissacarideos na regiao medular da génada.

Seréa utilizado os critérios de MALVASIO (2012) e LOPES et al. (2015), aos quais sdo
caracterizados com o oviduto de fémeas alongado com células cubicas altas e a presenca de
apéndice remanescente, enquanto que em machos é arredondado com células cubicas baixas e
auséncia de apéndice. Além disso, as estruturas que alojam as células germinativas sdo
semelhantes a foliculos definidos em fémeas, localizados préximo ao epitélio germinativo, e

em machos é constituido por tabulos seminiferos de luz dilatada e contorno tortuoso.

Oviduto Colon []

, ¢ 5 N ¥ %
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: ]

Figura 9 — vista da gbnada de filhotes de P. expansa e histologia (A) do aparelho reprodutivo da fémea e histologia
(B) do aparelho reprodutivo do macho imaturo de Podocnemis expansa, obtido por microscopia dptica em aumento
de 40X (secéo em 5um).

2.4.6 Analise estatistica
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Os dados dos registros biométricos e da pesagem foram tabulados em planilha Excell.
Foram analisadas, inicialmente, as variaveis biométricas, peso, idade estimada e sexo dos
animais do tanque de Matrizes/Reprodutores. Foi feita a analise estatistica descritiva (média,
desvio padrdo, maximo e minimo) e testes de normalidade das varidveis biométricas
mensuradas, e também foi feita a confec¢do de histogramas de distribuicdo em comprimento de
carapaca (cm) e em peso (kg).

Foram utilizados o teste de Mann-Whitney, para comparar o tamanho e peso de matrizes
e reprodutores, e o teste de Kruskal-Wallis, para comparar o tamanho e peso das tartarugas entre
0s cinco periodos de captura e biometria.

Depois agrupamos os dados das fémeas capturadas e medidas na desova com seus
respectivos ninhos, nos testamos as possiveis correlacdes entre as medidas alométricas
registradas (Correlagcdo de Pearson). Quando as correlagfes foram significativas (valores acima
de 0,5) e, em especial, as muito significativas (acima de 0,70) nds aplicamos a analise de
regressao linear, a fim de verificar possiveis tendéncias de uma relacdo matematica entre as
variaveis com correlaces significativas. Finalmente, era aplicado a analise de regressao linear.
Caso fosse significativa (p<0,01; R2>0,5), era feito o grafico de regresséo.

Para testar as relagcBes alométricas das fémeas com os seus respectivos ninhos que
conseguimos monitorar, foram feitos 0s mesmos procedimentos: estatistica descritiva, testar
correlacdes e fazer analise de regressao. Por fim, agregamos os dados biométricos de filhotes
dos quais conseguimos monitorar a eclosdo. E também adotamos os mesmos procedimentos.
Todas as andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa SigmaPlot versdo 11.0,
da Systat Software, Inc., San Jose California USA, (www.systatsoftware.com), Minitab for
Windows e PAST ao nivel de significancia de 5% (a = 0,05).
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2.5 RESULTADOS

2.5.1 Parametros ambientais da criacdo

O tanque das matrizes possui uma area de 3886 m2, com profundidade total de 2,57 m.
Valores de temperatura da agua, pH e demanda bioquimica de oxigénio (DBO) foram
mensurados nas coletas durante o periodo reprodutivo: vitelogénese (margo), acasalamento
(maio), assoalhamento (agosto) e desova (outubro-novembro). Todos os resultados estdo em
anexo (ver tabela 2.9).

Para os valores de pH, descritos na tabela 2.3, encontramos menor concentracdo em coleta,
sendo no més do acasalamento (maio) (5,97) e o periodo ao qual atingiu o maior nivel de pH
foi o de assoalhamento (agosto) (8,2) (Figura 10). Quanto aos teores de demanda quimica de
oxigénio (DBO) as menores concentragdes foram nos meses de assoalhamento (0,2 e 1,3 mi/l)
e nidificacdo, enquanto que os maiores valores sdo na fase acasalamento. Nos registros de
temperatura, 0 menor grau de temperatura em coleta foi de 25,7 °C. A temperatura mais elevada

em coleta foi no estado reprodutivo de assoalhamento (32,5 °C).
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Figura 10 - Mensuracdes dos niveis de Ph (A), demanda quimica em oxigénio (DBO) (B)
e temperatura (C) durante as coletas no criador comercial Bicho do Rio.
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Também mensuramos temperaturas ambientais diarias (praia e &gua) nos anos de 2019 e
2020 durante a fase de desova e eclosdo. No ano de 2019, o datalogger da agua apresentou
problemas de leitura pela quebra do sensor engquanto esteve submerso, por isso, ndo foi possivel
obter os dados. As medias dos valores mensurados estéo descritas na tabela 2.10 em anexo. As
temperaturas da praia entre os anos de 2019 e 2020 apresentam diferencas significativas
(p<0,05). Em 2019 a média de temperatura verificou-se maior que em 2020 (Figura 11). Sendo
que em 2019 o aparelho detectou como temperatura maxima de 51,85°C, com amplitude
térmica de 30, 36°C enquanto que em 2020 houve amplitude térmica de 28,43°C. Em relacédo a
temperatura da 4gua temos uma amplitude térmica de 9,09°C.

31,50
31,00
30,50
30,00
29,50
29,00
28,50

28,00

Temperatura °C (praia)

27,50

27,00
Nov-19 Dez-19 Jan-20 Fev-20 Mar-20 Out-20 Nov-20 Dez-20

Figura 11 - Médias de temperatura da praia artificial do criador Bichos do rio, nos anos de 2019 e 2020.

Quantos aos niveis de chuvas durantes os dois anos, 0 ano de 2019 apresentou niveis maiores
quando comparados aos seus respectivos meses no ano de 2020. Em 2019 obtivemos niveis
méaximos de chuva com medias de até 8,24 mm (dezembro) e 6,57 em 2020 (novembro). No
més de outubro (Desova), observamos uma amplitude de 3,4 mm entre os dois diferentes anos.
Apos analise de regressao linear simples, verificamos que ndo houve relacdes significativas
entre o nimero de ovos e os niveis de chuvas em 2019 (P=0,16; R?=16,31%) e 2020 (P=0,85;
R?=0,96%).
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Figura 12 - Médias de precipitacdo durante 0os meses de setembro a dezembro nos anos de 2019 e
2020. Estagdo TRMM.9225 (9011677) — Iranduba.

2.5.2 Biometria de matrizes e reprodutores de P. expansa

Entre 2019 e 2020, em cada periodo de coleta, foram capturados 40 individuos adultos,
sendo 20 de cada sexo, de um total de 725 animais adultos sendo, aproximadamente, 449
machos e 275 fémeas. Utilizamos os principais estados reprodutivos femininos para analise. A
tabela 2.2 apresenta a média dos dados biométricos de todos os animais capturados ao longo
dos periodos reprodutivos (vitelogénese, acasalamento, assoalhamento e desova) em anexo 2.

A média de comprimento total da carapaca das fémeas foi de 67,08+5,03 cm (max=78;
min=51) e peso de 32,61+6,25 kg (max=45; min=16,5). Enquanto que nos machos, a media de
comprimento de carapaga (CRC) foi de 37,33+3,41 cm (mé&x=49; min=27,1) e peso de
6,150+1,82 kg (amplitude de 3,1 a 12,0 kg; N=84). Os valores médios de cada periodo de coleta

foram descritos também na tabela 2.11 em anexo.

Tabela 2.2 — Valores gerais das caracteristicas morfométricas de fémeas e machos adultos de P. expansa
coletadas nos anos de 2019 e 2020, no criador comercial Bicho do Rio, Iranduba/AM.

Comprimento

Sexo (cm) Plastréo (cm) 'Azlé[rl:];a Peso (kg) (I;i:gsta)
Comp. Larg. Comp. Larg.
FEMEA  N=84
Média 67,08 48,57 55,40 36,73 18,45 32,61 19,78
DP 5,03 5,15 4,58 4,10 3,60 6,25 3,08
Maximo 78 58 78,5 60 24,5 45 28
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Minimo 51 19 43,3 20,2 13 16,5 13
MACHO  N=76

Média 37,33 28,49 27,91 19,11 12,11 6,15 14,47
DP 4,74 3,56 3,41 4,00 1,82 1,82 2,29

Méaximo 49 37,5 39,5 28,8 17,3 12 19

Minimo 27,1 20,9 21,3 11 8 3,06 8

Ao aplicar teste de andlise de variancia, foi observado que ndo houve diferencas
significativas no CRC (F=0,543, p=0,654) e no peso de fémeas entre os periodos de coletas
(F=0,99; p=0,40) (Vide figura 12 e tabela 2.10 em anexo). Os valores encontrados em cada
periodo de coleta, para machos, também nédo apresentaram diferencas significativas para peso
(F=1,06; p=0,371) e comprimento (F=1,04; p=0,379). Entretanto, foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nos valores de CRC (P=0,000), AC (P = 0,000) e peso (P =0,000)
entre os dois grupos (machos e fémeas) (ver figura 13 e 14) pelo teste de ndo-paramétrico de

Mann-Whitney.
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Figura 13 - Médias de comprimento retilineo de carapaca (CRC) de matrizes e reprodutores de
P. expansa em cativeiro durante o periodo reprodutivo: VITELOGENESE (marco),
ACASALAMENTO (maio), ASSOALHAMENTO (agosto) e DESOVA (outubro-novembro).
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Figura 14 - Médias de peso de matrizes e reprodutores de P. expansa em cativeiro durante
0 periodo reprodutivo: VITELOGENESE (marco), ACASALAMENTO (maio),
ASSOALHAMENTO (agosto) e DESOVA (outubro-novembro).

Quando se avaliou o histograma de frequéncia de peso para as fémeas nos valores gerais
podemos notar uma melhor distribuicdo (Figura 15). Sendo que 85,71% das fémeas adultas
capturadas com peso entre 26 a 42 kg, enquanto que a distribuicdo geral por histograma para os
reprodutores capturados, apresenta concentracdo na distribuigéo geral de peso com valores entre

7,5 a 8,5 kg, aos quais representam frequéncia superior a 40%.
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Figura 15 - Histograma de distribuicdo de peso de tartaruga-da-amazonia (P. expansa) de
ma=trizes/reprodutores da criacdo Bicho de Rio, Iranduba-AM.
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Quanto ao grafico de comprimento retilineo da carapaca (CRC) das fémeas a maior
frequéncia entre 66 a 69 cm (Figura 16). Enquanto que nos machos, 22,37% dos individuos

medem 40,8 a 41,52 cm de comprimento retilineo da carapaca.
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Figura 16 - Histograma de distribuicdo em comprimento retilineo da carapaca
(cm) de tartaruga-da-amazonia (P. expansa) de matrizes/reprodutores da criacdo
Bicho de Rio, Iranduba-AM.

Por fim, quando se avaliou a altura da carapaca (AC) por meio de histogramas verificamos
que a maioria das matrizes capturadas (46,43%) se concentrou nas medidas de 19,11 a 22,17
cm (Figura 17). A frequéncia de altura da carapaca dos machos foi de 32% em individuos com
11,49 a 12,65 cm.
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Figura 17 - Histograma de distribuicdo em altura (cm) de tartaruga-da-amazonia (P.
expansa) de matrizes/reprodutores da criacdo Bicho de Rio, Iranduba-AM.
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2.5.3 Transferéncia dos ninhos e biometria dos ovos

A nidificacdo de P. expansa na criacdo Bicho do Rio, segue aproximadamente, 0 mesmo
periodo da postura das fémeas dessa espécie na natureza, que é sincronizada com o nivel das
aguas, ocorrendo na seca. No criatério, apesar de ndo ocorrer a diminui¢do do nivel da agua, a
postura também ocorre no periodo da seca, nos meses de setembro a dezembro. No ano de
2019 foram registrados 21 ninhos, e no ano de 2020, apenas 10 ninhos foram encontrados na
praia das matrizes, que representam somente 1,6-3,6% das fémeas desovando em 2020 e 3,4-
7,6% em 2019. Todas as medidas dos ninhos naturais encontrados na praia artificial da fazenda

Bicho do Rio estdo descritas na tabela 2.3.

Tabela 2.3 Caracteristicas dos ninhos naturais de P. expansa nos anos de 2019 e 2020 no criador comercial Bicho do
rio, Iranduba/AM. (Desvio Padrdo — Desv. P.)

NC de Dis_téncia do Largura | Profundidade Pegadas (cm)
ninho (m) do (cm)
Ano 0Vos por . VP
cova Aglia | Vegetacio ninho 10 oy | fotaldo | Largura | Distancia
(cm) ninho | dapata | entre
2019 (21) |
média 106,48 16,62 12,14 18,33 38,19 55,10 14,75 25,67
Desv. P. 18,58 7,23 4,60 3,75 11,80 12,66 5,10 3,17
maximo 148 34,1 19 25 63 86 30 30
minimo 77 5 0,1 10 20 40 11 22
2020 (10) |
média 109,6 23 33,13 20,25 36,63 50,88 11,17 33
Desv. P. 12,94 8,34 19,31 5,12 12,64 11,14 1,47 7,85
maximo 127 31 57 29 51 63 13 45
minimo 89 10 10 14 11 28 10 24

O numero de ninhos em 2020 foi menor que em 2019, totalizando 1096 ovos (10 ninhos)
contra 2155 ovos (21 ninhos). As médias de ovos ndo apresentaram diferenca significativa entre
0s anos (Teste de Mann-Whitney; N° médio de ovos/ninho em 2019=106,48+18,58; N° médio
de ovos/ninho 2020=109,6+12,4; P=0,866).

Ao aplicar teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, foram encontradas diferencas
estatisticas entre anos de 2019 e 2020 para a posi¢do da cova em relacdo a distancia da agua
(p=0,04) e da vegetagdo (p=0,036). Apesar do nimero menor de ninhos, as fémeas que
desovaram em 2020 deslocaram-se mais na praia para escolher o local de desova dos ninhos
naturais, enquanto que a maioria das fémeas que desovaram em 2019 aglomeraram o0s ninhos

em um local especifico.
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Assim também ndo houve diferengas significativas entre os anos 2019 e 2020, para 0s
parametros: largura do ninho (p=0,49), profundidade do primeiro ovo (p=0,9), profundidade
total da cova (p=0,98). Todavia foi possivel verificar diferencas estatisticamente significantes
para as varidveis: largura da pata (p=0,023) e distancia entre pegadas (p=0,039) para 0s
diferentes anos quando aplicado teste de Mann-Whitney para comparacéo de médias.

A tabela 2.4 apresenta os resultados de biometria de ovos dos ninhos de P. expansa
encontrados na praia artificial da propriedade. No ano de 2019 foram verificados 21 ninhos e
no ano de 2020 apenas 10. Foram aplicados testes de médias (teste T) para as caracteristicas
dos ovos nos dois anos (2019-2020), foi possivel verificar diferencas significativas no
comprimento (p=0,015) e peso dos ovos (p=0,016). Para média da massa total da desova nédo
houve diferencas significativas (p=0,08) entre o0 ano de 2019 e 2020. Os ninhos com maior
numero de ovos foram registrados no ano de 2019, onde os animais também apresentaram ovos

maiores (Comp. Ovo=37,96+1,37 cm) e mais pesados (peso do ovo=34,52+2,26 g).

Tabela 2.4 Dados biométricos de ovos de P. expansa do criadouro comercial Bicho do Rio, Iranduba/AM.

Numero | Comprimento | Peso do Massa total da
Ano
de ovos | doovo (mm) ovo (g) desova (g)
2019 (16) |
Média | 103,64 37,96 34,52 3621,41
Desv. P. 23,16 1,37 2,26 656,80
Maximo 148 40,40 40,20 5318,53
Minimo 32 35,00 30,14 2717,33
2020 (8) |
Média 100,70 35,56 29,68 2883,83
Desv. P. 26,02 2,09 4,34 1000,19
Maximo 127 39,30 38,22 4471,39
Minimo 45 33,00 24,01 1240,34

2.5.4 Incubacao, taxa de eclosdo, morfometria e sexagem dos filhotes

A tabela 2.5 apresenta as médias dos parametros registrados dos ninhos apés transferidos
para “chocadeira”. Ao aplicar ndo paramétrico de Kruskal-wallis, verificou-se que ndo existem
diferencas para o periodo de incubacdo (nimero de dias até a ecloséo dos filhotes) em diferentes
anos (p=0,145) (Dias de incubacdo em 2019=61,62+DP; dias de incubacdo em
2020=62,6+1,71). Quanto ao sucesso reprodutivo, as taxas de eclosdo foram menores que 50%
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nos dois anos, entretanto o ano de 2020 foi inferior (Taxa de eclosdo=22,87+22,24) as de 2019
(Taxa de eclosdao=35,69+21,44). Ndo houve diferencas significativas nas taxas de ecloséo entre
os anos (p=0,108). As causas de perdas de ovos nos anos de 2019 e 2020 foram: por infestacOes
fungicas/bacteriana, inférteis, filhotes natimortos e predados em covas naturais por jacuraru
(Tupinambis tegunxim) (Figura 18). No ano de 2020, foi registrada a presenca de um grande

numero de ovos e filhotes atacados por larvas de moscas (Diptera).

Tabela 2.5 - Namero de ovos, periodo de incubacdo (dias), taxa de eclosdo (%), temperatura e amplitude média
do ninho (°C) em ninhos transferidos de P. expansa em diferentes anos no criadouro Bicho do Rio,
Iranduba/AM.

Causa NGmero de Periodo de Taxa de Temperatura Amplitude
da N OVOS incubacao eclosio (%6) meédia do térmica

variacéo (dias) 0 ninho (°C) média (°C)
Ano P<0,67 P<0,14 P<0,11 P<0,60 P<0,03*

2019 21 107,5%17,49 61,86+0,96 35,69+21,44 30,36+0,38 8,42+1,81

2020 10  109,6+12,94 61,6+£1,21  22,87+22,24 30,35%0,35 12,37+0,44

*Resultados do teste de Kruskal-wallis para diferentes variaveis em relacdo a causa de variacao.

Figura 18 - Ovos inviaveis apos periodo de incubacgdo afetados
por larva/bactéria (A), ndo-fertilizados (B), filhote natimorto e
filhote predado no ninho natural.

Em 2019, os ninhos atingiram médias de temperaturas maximas e minimas de 36,07°C a
23,71°C enquanto que o0s ninhos de 2020 chegaram a 37,78°C a 22,85°C. A temperatura dos
ninhos de P. expansa do ano de 2019 ndo apresentou diferenca significativa (ANOVA F:2,93;

P=0,058). Entretanto, ao submetermos a andlise de variancia, as médias encontradas no ano de
54



2020, foi possivel verificar que sdo significativamente diferentes (F=3,67; p=0,006) (Figura
19). As médias de temperaturas dos ninhos quando comparadas entre 0s anos ndo variam
significativamente (Mann-Whitney: p=0,805).
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29,50 -
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O desvio padriic combinado fol usado para calcular os intervalos,

Figura 19 - Médias de temperatura de ninhos artificiais de P. expansa
acompanhados em 2020.

Ao analisarmos a amplitude térmica dos ninhos transferidos de diferentes anos, os resultados
demonstraram diferencas significativas (Kruskal-wallis: P<0,03), sendo o ano de 2020 com
média maior (Temp=30,36+0,38) embora as temperaturas do ambiente da praia de 2019 tenham
sido maiores (Temp=30,35+0,35).

Foram aplicadas andlises de regressdes para verificar relagcdes entre sucesso de eclosdo e
dias de incubacdo, mas néo foram encontrados resultados significativos (P=0,334; R,=4,91%)
em 2019 e (P=0,21; R?= 19,09%) em 2020. Quanto a relacdo entre sucesso de eclosdo e
temperatura do ninho também ndo houve relagdes (P=0,93; R,=0,93%) (P<0,98; R?= 0,07%)
nos anos de 2019 e 2020, respectivamente.

A tabela 2.6 apresenta as médias das medidas morfométricas (comprimento retilineo de
carapaca (CRC); largura retilinea de carapaca (LRC); comprimento retilineo de plastrdo (CRP);
largura retilinea de plastrdo (LRP); altura e peso de 303 filhotes nos anos de 2019 e 2020. Os
filhotes que nasceram no ano de 2019 apresentaram um média de comprimento e peso
superiores aos nascidos em de 2020.

Ao utilizarmos temperatura média dos ninhos acompanhados, verificamos que foi possivel
encontrar relacdo com comprimento da carapaca dos filhotes (P=0,02; R2=99,6%), enquanto

que para o peso nao foi possivel encontrar correlacdo significativa (P=0,02; R2=99,6%) no ano
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de 2019. Para o ano de 2020, ndo foi possivel encontrar relagdes significativas com

comprimento da carapaca (P=0,387; R2=67,44%) e peso do filhote (P=0,211; R2=89,46%).
Para compararmos as medidas morfométricas entre os anos foram aplicados testes ndo-

paramétricos de Mann-Whitney, aos quais ndo foram encontradas diferencas significativas

entre medidas dos filhotes: CRC (p=0,84), LRC (p=0,36), CRP (p=0.67), LRP (p=0,79), altura

(p=0,48) e peso (p=0,99).

Tabela 2.6 - Caracteristicas morfométricas dos filhotes de P. expansa no criador comercial Bicho do Rio,

Iranduba/AM
ANo Carapaca (mm) Plastrao (mm) Altura (cm) Peso
Comp. Larg. | Comp. Larg. (9)

2019

Média 4582 41,79 40,97 28,79 22,10 21,95

Desv. P. 2,91 3,16 2,58 3,86 1,50 2,36
Max. 51 49 45 42 26 28,88
Min. 37 34 32 21 18 15,52
2020

Média 43,10 38,72 38,67 22,66 21,40 19,98

Desv. P. 2,49 3,12 3,38 2,19 1,58 2,38
Max. 48 45 47 30 25 31,91
Min. 30 31 23 18 15 14,02

Quanto a sexagem dos filhotes realizada no ano de 2019, a razdo sexual encontrada foi de

4M:1F, indicando uma masculinizacdo dos filhotes. Na tabela 2.7 estdo descritos os resultados

para analise das covas analisadas e temperatura do segundo-terco do periodo de incubacao. Nao

foi possivel estabelecer relagdes significativas (regressao linear) entre as taxas de fémeas no
ninho com temperatura média do 2/3 do periodo de incubacdo Y= 0,529-0,0144X (P=0,92;

R?=0,6%), e ndo sendo possivel para periodo de incubag&o.

Tabela 2.7 — Resultados da sexagem de filhotes de P. expansa e médias de
temperatura das suas respectivas covas monitoradas com datalogger.

Razdo Fémeas no Periodo de Temperatura
NINHO | coxual  ninho (6) '”‘Eg?aas‘iao do 2/3 (°C)
#28 (5) | 4M:1 20,00% 62 29,13
#31(5) | 4AM:1F 20,00% 62 30,33
#33 (5) | 5M:0F 0,00% 62 29,31
#34 (5) | 5M:0F 0,00% 62 29,31

*valores em parénteses correspondem ao N amostral.
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2.5.,5 Alometria reprodutiva

Foi realizada uma correlacdo, pelo método de Pearson, com medidas biométricas de fémeas
capturadas apés desova e dados de seus respectivos ninhos que foram monitorados até eclosao
dos filhotes (Anexo 3). Foram observadas correlagbes significativas para comprimento
carapaca fémea versus largura da carapaca (P=0,018), largura do plastrdo (P=0,001), altura
(P=0,009), distancia da agua (P=0,006), largura da pata (P=0,009), largura entre patas (0,009)
e tempo de incubacdo (0,004); Largura da carapaga versus largura do plastrdo fémea (P<
0,030), peso (0,046), distancia da agua (0,024), tempo de incubacdo (0,004), comprimento do
filhote (0,011); largura do plastrdo fémea versus comprimento do filhote (P=0,027), massa total
da desova ((P=0,017), tempo de incubacdo (P=0,014); peso da fémea versus n° de ovos de um
ninho; nimero de ovos versus comprimento (P=0,011) e largura (P=0,05) do filhote; tempo de
incubacdo versus comprimento (P=0,015) e largura (P=0,048) do filhote; comprimento do
filhote versus largura do filhote (P=0,012) as demais variaveis encontram-se no anexo 3.

A partir das correlacdes significativas pelo método de Pearson, analisou-se as possiveis
relacBes lineares por meio de analise de regressdo (Anexo 6). Foram analisadas medidas
biométricas das fémeas, dos ninhos, biometria dos ovos, periodo de incubacdo e medidas dos
filhotes. Os resultados das regressdes lineares estdo descritos na tabela 2.8. Com relacdo as
medidas biométricas das fémeas adultas, foi observado que relagédo linear significativa entre
comprimento da carapaca da fémea com largura da carapaga: Y=9,08+0,5882X (P=0,013; R?
=38,75%), largura do plastrdo: Y=10,41+0,4153X (P=0,003; R?=50,2%) (Figura 20-A), com
distancia da dgua Y= 90,11-1,050X (P=0,001; R?>=59,53%) (Figura 20-B), largura da pata Y=-
13,42 + 0,3966X (P=0,001; R?>=60,56%) (Figura 20-C), distancia entre patas Y=-2,34 +0,406X
(P=0,009; R?=42,11%), N° de ovos Y= -63,29+2,452X (P=0,019; R?>=35,63%) e o0 tempo de
incubacdo dos filhotes Y= 69,34-0,1127X (P=0,001 R?=56,27%) (Figura 20-D).
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Tabela 2.8 — Relac8es lineares significativas entre medidas biométricas das fémeas, medidas dos ninhos, e
biometria dos filhotes de P. expansa criadas em cativeiro, Iranduba/AM.

y X a b F p R? (%)
LRC (cm) CRC (cm) 9,08 0,5882 8,22 0,013 38,75
LRP (cm) CRC (cm) 10,41 0,4153 13,11 0,003 50,22
Distancia da agua (m) CRC (cm) 90,11 -1,05 19,12 0,001 59,53
Largura da pata (cm) CRC (cm) -13,42  0,3966 19,96 0,001 60,56
Distancia entre pata (cm) CRC (cm) -2,34 0,406 9,46 0,009 42,11
N° de ovos CRC (cm) -63,29 2,452 7,2 0,019 35,63
Tempo de incubagdo (dias) CRC (cm) 69,34  -0,1127 16,73 0,001 56,27
CRP LRC (cm) 29,57 0,5218 13,93 0,003 51,73
LRP (cm) LRC (cm) 18,38 0,4193 10,95 0,006 45,71
Peso (kg) LRC (cm) 10,94 0,4274 5,00 0,044 27,76
Distancia da agua (m) LRC (cm) 55,27 -0,7673 5,15 0,04 22,87
N° de ovos LRC (cm) -47,96 3,108 13,60 0,003 51,12
Tempo de incubacao (dias) LRC (cm) 67,69 -0,1241 20,21 0,001 60,86
LRP (cm) CRP (cm) 31,41 0,6173 5,02 0,043 27,85
Tempo de incubagéo (dias) CRP (cm) 69,82 -0,15 11,43 0,005 46,8
Tempo de incubagéo (dias) LRP (cm) 67,1  -0,1429 585 0,031 31,03
N° de ovos LRP (cm) -99,45 5,262 16,79 0,001 56,36
Massa total da desova (g) LRP (cm) -3878 189,3 9,42 0,013 51,15
AC (cm) Idade (anos) 7,432 0,586 8,87 0,012 42,5
Distancia entre pata AC (cm) 39,58  -0,7776 7,31 0,018 35,98
N° de ovos Peso (kg) -4,74 3,48 9,47 0,009 42,15
Distancia entre pata (cm) Largura da pata (cm) -2,614  0,6493 22,63 0,00 63,51
Distancia da agua (m) Distancia entre pata (cm) 57,55 -1,567 14,01 0,002 51,88
Tempo de incubagéo (dias) Distancia entre pata (cm) 62,12 0,1791 16,27 0,001 55,58
Distancia da agua (m) Largura da pata (cm) 45,39 -2,004 16,74 0,001 56,28
Tempo de incubagdo (dias) Largura da pata 64,01 -0,1784 7,51 0,017 36,6
Peso ovo (g) Tamanho ovo (mm) 10,24  0,06391 7,55 0,023 45,61
Massa total da desova (g) N° de ovos -257,9 36,98 315,7 0,00 97,23
Ovos gorados N° de ovos -53,68 1,157 16,22 0,001 55,52
Tempo de incubagdo (dias) N° de ovos 63,81 -0,02236 6,31 0,026 32,67
N° de ovos Massa total da desova (g) 9,666  0,022629  315,0 0,000 97,23
Ovos gorados Massa total da desova (g)  -49,82  0,03117 16,29 0,003 64,41
Comprimento filhote (mm) Massa total da desova (g) -10767 308,2 0,010 10,61 54,10
Largura filhote (mm) Massa total da desova (g) 36,33  0,00177 9,12 0,014 50,34
Largura filhote (mm)  Comprimento filhote (mm)  -1,58 0,947 19,9 0,001 60,48
Peso filhote (g) Comprimento filhote (mm) 3,779 0,3966 6,65 0,023 33,85
Comprimento filhote (mm) Filhotes natimortos 419  -0,8803 572 0,03 30,55

*Comprimento retilineo do plastrdo (CRP), largura retilinea da carapaga (LRC); comprimento e largura do plastréo (CP e LP),

altura da carapaca (AC).
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Figura 20 - Andlise de regressao linear entre comprimento da carapaca de fémeas de P. expansa com: largura do
plastrdo (A), distancia da &gua (B), largura da pata (C) e tempo de incubagdo dos filhotes (D).

Assim como também, a regresséo linear simples mostra que existe relacao significativa para
largura retilinea da carapaca com: comprimento retilineo do plastrdao Y= 29,57+0,5218X
(P=0,003; R?=51,73%) (Figura 21-A), largura do plastrio (p=0,006; R?=45,71), peso (p=0,044;
R?=27,76), distancia da agua (P=0,04; R?=22,87), nimero de ovos Y=- 47,96+3,108X
(P=0,003; R?=51,12%) (Figura 21-B) e tempo de incubagio Y= 351,6-4,905X (P=0,001;
R?=60,86%) (Figura 22).

CRP = 29,57 + 0,5218 LRC B N° de Ovos = - 47,96 + 3,108 LRC
60 ® . s 2,44459 150 ° s 14,7392
R2 51,7% R2 51,1%
R2(aj)  480% 140 ° R2(aj)  47.4%
58
130
56 @0
o 120
o
54 o 110
-]
o
52 Z 100
90
50
80
48 o 70
40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58
LRC (cm) LRC (cm)

Figura 21- Analise de regressao linear entre largura da carapaca de fémeas de P. expansa com: comprimento do
plastrdo (A) e Nimero de ovos (B).
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Figura 22 - Analise de regressao linear entre largura da carapaca de fémeas de P.

expansa com tempo de incubacédo dos filhotes.

Quanto ao comprimento do plastréo, foram encontradas relagdes significativas com largura

da carapaca (P=0,043; R?=27,85), assim como houve relacdo entre tempo de incubagio

(P=0,05; R?>=46,80). A largura do plastrdo também mostrou relagdo significante com: tempo de
para numero de ovos Y=-47,96+3,108X (P=0,003;
R?=56,3%) e massa total da desova Y=-38,78+189,3X (P=0,0013; R?=51,15%) (Figura 23).

Fémeas mais largas puseram mais ovos e maior massa total de ovos na desova.
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Figura 23 - Andlise de regressao linear entre largura de carapaca de matrizes com nimero de ovos (A) e massa

total da desova (B).
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Com a analise de regressdo linear simples podemos verificar que a idade mostrou afetar

significativamente a altura (P=0,012; R?=42,5). Assim como, a altura das fémeas tem relacio

com distancia entre pata (P=0,018; R?=35,98). O peso das fémeas esta relacionado

significativamente ao n° de ovos (P=0,009; R?=42,15).

Como podemos observar na figura 24, o tamanho da pata do animal esta relacionado com a
distancia da agua Y= 18,99 -0,2809X (P=0,001; R?=56,28%), com a distancia entre pata
Y=31,56-0,3310X (P=0,002; R?=51,88%) (Figura 24) e com tempo de incubagdo do filhote
(P=0,017; R?=36,60). . Assim como a distincia entre patas tem relagdo com a distancia da agua
Y=57,55-1,567X (P=0,002; R?>=51,8%) € 0 periodo de incubacéo Y= 66,12-0,1791X (P=0,001;

R?=55,58%) (Figura 25).

conseguiram se distanciar mais da agua para desovar.
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Com base nas medidas coletadas dos ovos podemos verificar relagdo significativa entre n°
de ovos com: massa total da desova Y=-257,9+36,98X (P=0,000; R?=97,23%), ovos gorados
Y=53,68+1,157,98X (P=0,001; R?=55,62%), e com tempo de incubagio (P=0,026; R?>=32,67)
(Figura 26).
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Figura 26 - Andlise de regressao linear entre n° de ovos de matrizes com massa total da desova (A) e n° de ovos gorados (B).

Quanto a massa total da ninhada, podemos verificar relagdes com nimero de ovos nimero
de ovos gorados Y=2308+20,67X (P=0,003; R?=64,41%) (Figura 27), comprimento do filhote
Y= 40,28 + 0,001755X (P=0,010; R?=54,10%) e largura do filhote Y= 36,33 + 0,001767X
(P=0,014; R?=50,34%) (Figura 28). Ninhos com maior massa total de ovos geraram filhotes

maiores e mais largos, mas também tiveram maior quantidade de ovos gorados ou inviaveis.

N® de Ovos gorados = - 49,82 + 0,03117 Massa total da desova

120 3 18,8145
R2 64 4%
R2{aj)  605%
, 100
=]
-
&
o
S 80
wi
o
-
O 60
1]
-
(]
Z 40
L ]
20 .

3000 3500 4000 4500 5000 5500
Massa total da desova (g)

62



>

Comprimento filhote (mm)

Figura 27 - Andlise de regresséo linear entre n° de ovos gorados com massa total da desova.
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Figura 28 - Analise de regressdo linear entre n® de ovos de matrizes com massa total da desova (A) e n° de ovos
gorados (B).

Por fim realizamos regressoes lineares simples entre medidas biométricas dos filhotes de
comprimento e largura de carapaca ao qual encontramos relacdo de Y=- 1,580+0,9470X
(P=0,001; R?=60,48%) (Figura 29) e com o peso (P=0,023; R?=33,85%). A quantidade de
filhotes natimortos também mostrou relagdo com comprimento dos filhotes (P=0,03;
R?=30,55%)
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Figura 29 - Andlise de regressdo entre comprimento de filhotes com largura de filhotes
de P. expansa
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2.6 DISCUSSAO

2.6.1 Parametros ambientais da criacdo

Para as tartarugas, a dgua possui fundamental importancia nos processos reprodutivos, uma
vez que todo seu processo de desova esta intimamente ligado ao ciclo hidroldgico e
caracteristicas da agua (ALHO; PADUA, 1982; SANTOS et al., 2013). Ao avaliarmos valores
de pH, temperatura e demanda bioquimica de oxigénio. S&o poucos os registros de avaliagdo
de parametros da &gua em tanques para a espécie.

Lima (2000) registrou em seu trabalho dados avaliativos sobre caracteristicas da dgua em
tanque e barragem dos criadores de quelénios amazodnicos. Os valores de pH obtidos em seu
estudo foram de 5,2 a 6,9. Enquanto que os valores encontrados nos nossos foram de 5,97 a 8,2.
Os valores de pH encontrados neste estudo, enquadram-se faixa ideal para criacdo de quelnios
(6,2 a 8,5), possibilitando entdo, que o ambiente estivesse em equilibrio e que todos seus
processos biologicos ndo fossem inibidos (YOUNG-VALENCIA; ORTEGA-GUIO;
BOTERO-BOTERO, 2017).

O maior valor coletado de pH foi encontrado no periodo assoalhamento (agosto),
expressando um valor levemente alcalino. Isso pode estar relacionado a uma menor demanda
de oxigénio dissolvido no periodo (0,2 ml/L) para metabolizar os alimentos, uma vez que
quando a diminui¢do de CO2 na agua podera influir na elevacdo do nivel de pH.

Em estudo da qualidade da agua, com trés coletas semanais, para K. scorpiodes criados em
cativeiro, ndo foi possivel encontrar varia¢des de pH ao longo do ano com médias de 6,3 a 6,4,
talvez um estudo com analises mais periodicas de pH em tanques de P. expansa seja possivel
encontrar dados mais conclusivos para variacdo ao longo do ciclo (FERREIRA et al., 2020).

Quanto aos valores de oxigénio dissolvido os valores encontrados na fase vitelogénese e
acasalamento foram bem altos, evidenciando a presenca de colunas de agua bem oxigenadas,
enguanto que nos periodos assoalhamento e desova obtivemos niveis mensurados bem baixos.
Estes valores sdo semelhantes ao descritos por Lima (2000), que obteve valores de 0,0 a 10,08
mg/L, em diversos criadores de quel6nios amazoénicos. Essa variacdo entre os periodos pode
ser parcialmente explicada pela variacao no grau de pureza da agua (sélidos em suspensao) e/ou
aumento da renovacgdo continua da agua.

O periodo de desova aconteceu de setembro a novembro. Os animais oriundos dos primeiros

lotes de matrizes e reprodutores da propriedade sdo do rio Purus (AM), onde o periodo de
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desova é setembro, e rio Branco (RR), o periodo de nidificagdo é de dezembro a janeiro. Ou
seja, 0 periodo de desova encontrado neste criador é semelhante aos descritos para individuos
do rio Solimdes, Médio Amazonas (ANDRADE, 2008, 2015; GARCEZ, 2009). O mesmo
periodo de nidificacdo para P. expansa também é relatado por Fachin-Teran et al. (2003) no
Rio Solimdes e Japura, RSD, Mamiraud/AM.

Fatores abidticos como precipitacdo pluviométrica e a temperatura do ar ou da agua
constituem o0s principais fatores ambientais que moldam o comportamento bioldgico
reprodutivo de quelonios amazonicos (ANDRADE, 2012; KUCHLING, 1999). Por isso, 0
acompanhamento da temperatura € necessario para avaliar processos reprodutivos dos
queldnios, desde a fase embrionaria até 0 momento de nidificacdo, regulando 0s processos
reprodutivos (BLANVILLAIN; OWENS; KUCHLING, 2011; FERREIRA JUNIOR, 2009).

No presente estudo registrou-se uma média de temperatura da praia durante o periodo de
incubagdo (outubro a dezembro) de 30,07+7,74°C em 2019 e 29,09+6,67°C em 2020. Garcez
(2009) encontrou resultados semelhantes realizando 0 acompanhamento de temperaturas da
praia em criadores comerciais, com temperaturas maximas de 30,3°C. A temperatura do
ambiente tem fundamental influéncia no processo da desova, principalmente nos meses
antecedentes, pois para completar os processos vitelogénico é necessario um certo nimero de
dias quentes (FERREIRA JUNIOR, 2009). No ano de 2019 foi possivel registrar valores de
temperatura maxima do ar de até 51,85°C, um valor muito alto se comparado a encontrada no
ano de 2020 para 0 mesmo periodo (46,77°C).

Efeitos climaticos extremos, com El Nifio e La Nifia (provoca estiagens no pais) também
podem interferir em parametros reprodutivos de animais de vida longa, ao estudar efeitos do el
Nifio para trés espécies marinhas observou-se que houve variacdo nos efeitos, para
Dermochelys coreacea 0 sucesso reprodutivo diminui drasticamente enquanto que para
Chelonia mydas houve decréscimo pequeno, porém o numero de fémeas desovando foi menor
(TOMILLO et al., 2020).

Tendo em vista que esses fendmenos também influem nos processos reprodutivos de
espécies amazobnicas, o fendbmeno climatico La Nifia, associado ao desmatamento e as
gueimadas na Amazonia, sdo responsaveis pela forte seca que ocorre na regido. Rodrigues et
al. (2012) avaliou a influéncia das dessas variacdes climaticas no processo de nidificacdo e
sucesso reprodutivo de quel6nios amazdnicos.

E certo que o ciclo de &guas esta intimamente ligado aos processos reprodutivos, por isso o

acompanhamento do regime de chuvas também torna-se fundamental para gestdo de animais
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em cativeiro (RODRIGUES et al., 2012). No reservatorio de Aragagi, a Mendes (2013),
descreve uma amplitude térmica de 2,6°C enquanto que no nosso estudo este valor chegou a
9,09°C.

Apesar de em 2019 ter denotado temperaturas maiores que de 2020, 0 sucesso reprodutivo
foi maior, mesmo em 2020 registrando ainda temperaturas altas. O que pode ser parcialmente
explicado pela influéncia do ambiente hidrico no tamanho dos filhotes € restrita aos ultimos
dois tercos da incubacdo. No ano de 2019, os niveis de pluviosidade foram superiores aos
mesmos periodos de 2020 (ver figura 12). Rodrigues et al (2012) concluiu em suas analises que
guanto menores 0s niveis de chuva, menor é a taxa de eclosdo média dos ovos para tracaja
(Podocnemis unifilis). Outra parte pode estar ligada a erros de manejo e condicGes da praia
como (granulometria, presenca de restos organicos)

Fatores relacionados a precipitacdo também foram encontrados para tamanho dos filhotes.
Condic¢des mais umidas produzem filhotes maiores do que condi¢des secas, provavelmente
porgue a agua é necessaria para o metabolismo do vitelo, utilizado durante o desenvolvimento
embrionario (RODRIGUES et al., 2012). Confirmado por nossos resultados, pois filhotes
nascidos no ano de 2019 apresentam média maior de comprimento (45,82+2,91 mm) e peso
(21,95+2,36 g) quando comparados a média de 2020 (43,10£2,49 mm); (19,98+2,38 g).

Em relagdo a temperatura dos ninhos, foram encontradas médias semelhantes (ANOVA
F:2,93; P=0,058) nos anos de 2019 (30,36+0,38°C) e 2020 (30,35+0,35°C). Em Terra Santa/PA,
a temperatura média dos ninhos de P.expansa variaram de 31,3 a 32°C (ANDRADE, 2015).. A
amplitude térmica em ninhos do ano de 2020 foi de 12,37+0,35°C), com taxas de mortalidade
acima de 80%. Resultados de amplitudes altas também s&o descritas por Malvasio (2002) com

valor de 13,3°C em ninhos de P. expansa, o0 que possivelmente causou a morte embrionaria.

2.6.2 Biometria de matrizes e reprodutores de P. expansa

No criador comercial Bicho do Rio, em Iranduba, as tartarugas fémeas tiveram um
comprimento retilineo da carapaca (CRC) de 67,08+4,74 cm e peso médio 32,61+6,25 kg e
encontramos para os machos 37,33+4,74 cm de CRC e pesaram em média 6,15+1,82 kg com
idades de 19,78+3,08 anos e 14,47+2,29 anos para fémeas e machos respectivamente.

De acordo com Ferrara et al. (2017) a maturidade sexual da fémea de P. expansa € alcancada
guando animal atinge minimamente 45 cm, ou quando atinge entre 10 e 15 anos, todavia ndo

existe comprovacao cientifica para tal parametro. Em cativeiro Andrade (2008) afirma que a
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idade média do plantel reprodutivo nas primeiras desovas de tartaruga em cativeiro é de
8,57+0,79 anos, com fémeas pesando em media 14,2+2,3 kg e machos com peso de 4,2+0,8 kg.
Corroborando com os resultados encontrados neste estudo, o qual a menor fémea mede 51 cm
e a fémea mais nova possui 13 anos. Andrade (2015) analisando o peso e comprimento de
queldnios amazonicos, encontrou para fémeas de P. expansa, capturadas no Médio Jurua, uma
média de CRC de 50,4+22,4 cm, assim como o peso de 19,7+18,3 kg e idade médiade 12,7+7,6
anos, valores inferiores aos observados no estudo.

No mesmo criador comercial de quel6nios, foi registrado por Garcez (2009) valores menores
de peso médio de 20,12+11,46 kg para fémeas adultas e de 6,90+2,27 kg para machos adultos
em idade reprodutiva. O peso dos machos deste estudo fora semelhante aos descritos pelo autor,
contudo, nas fémeas média de peso superior. A idade dos animais considerados sexualmente
maduros no estudo foi de 8 a 25 anos, com média de 12 anos. Neste experimento foram
encontrados animais de até 28 anos no lote das matrizes.

Lustosa (2017) ao avaliar animais adultos da area de protecdo ambiental meandros do Rio
Araguaia encontrou valores mais altos para fémeas adultas que subiam para desovar com CRC
variando de 60 a 66 cm, concluindo que tais fémeas seriam animais mais velhas e com mais
experiéncia no processo reprodutivo. Tais registros nos levam a observar que ha diferengas
morfométricas e que podem variar de acordo com a regido na qual a populagéo esté inserida, e
quando submetidos ao cativeiro devemos levar em conta o tipo de manejo utilizado e da
disponibilidade de alimento, principalmente nos primeiros meses de cultivo (ANDRADE,
2008; 2012; ANDRADE et al., 2021).

2.6.3 Transferéncia de ninhos e biometria de ovos

Informacdes sobre a estrutura fisica das covas, bem como os locais de nidificagfes sdo cada
vez mais importantes para adog¢ao das melhores estratégias de manejo de quel6nios baseados
na coleta de ovos, na incubacédo artificial ou até mesmo na transferéncia de ovos (ALVES
JUNIOR et al., 2010; ANDRADE, 2015). A tartaruga-da-Amazonia pde em média 100 ovos
(FERRARA et al., 2017; RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Neste estudo a média de ovos
em 2019, foi de 106,48+18,58 e 2020 foi de 109,6+1294. Garcez (2009) relata que para este
mesmo local encontrou valores inferiores com média de 60,5+4,95, 76,39+23,93 e 86+13,37,
nos anos de 2007, 2008 e 2009, ou seja, quando 0s animais estavam mais novos, a quantidade

de ovos por ninho era menor. Andrade (2015) apresenta que em ninhos na areia a P.expansa
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pode colocar em média 94,1+23,6 ovos (max=151 e min=41) e na argila em média 81+12,7
ovos (max=90 e min =72) na regido do médio-baixo Amazonas, sendo a média geral de
77,9£30,7 ovos (max=171; min=41). Andrade (2015) encontrou como média para ninhos de P.
expansa coletados no Médio Amazonas, em Barreirinha (N=10) 82,5+23,7, Nhamund& (N=5)
73,0£1,3 e Parintins (N=128) 90,7+294. Podemos assim verificar que podem ocorrer variacoes
na quantidade de ovos de acordo com fémea, ou ano com a interferéncia de fatores ambientais
em conjunto com a disponibilidade de alimento ofertado ao animal, para mobilizacéo energética
no processo da vitelogénese, mesmo se tratando de mesmas regides ou areas proximas.

A média de profundidade total descrita em nosso estudo foi de 55,10+12,66 cm em 2019 e
50,88+11,14 cm em 2020, estes valores sdo semelhantes aos encontrado por Bonach, Pind e
Verdade (2006), que relataram 51,85 cm (amplitude 37,5 - 83,0; N=10) para covas de P.
expansa no Crixas-Acu, e aos valores encontrados por Andrade (2015) em Terra Santa/PA
(profundidade=55,1+4,8 cm). Valores superiores foram relatados por Ferreira-Junior, Castro e
Castro (2007) na mesma area de estudo, obtiveram valor de 59,3 cm (amplitude 53,7 - 64,8;
N=16). Isso pode ser explicado pelas diferencas entre a granulometria da areia, fator ao qual
pode interferir na construcdo da cova e pelo tamanho das mées (PORTELINHA et al., 2013).
A profundidade da cova € uma variavel importante, tanto para populac¢Ges naturais quanto para
fins comerciais pois ninhos mais profundos tém temperaturas mais frias e tendem a produzir
uma porcentagem maior de machos do que os ninhos mais superficiais, alterando entéo a razdo
sexual da ninhada (BLANVILLAIN; OWENS; KUCHLING, 2011; FERREIRA JUNIOR,
2009).

A média de comprimento e peso dos ovos no ano de 2019 foram respectivamente,
37,96£1,37 mm 34,52+2,56 g e em 2020 foram, 35,56+2,09 mm e 29,68+4,34 cm. Andrade
(2015) descreveu caracteristicas morfométricas de ovos de P. expansa no Lago do Piruaca/PA
(N=15), comprimento de 36+4,2 mm e peso de 30,3+8 g, mas em Barreirinha, no rio Andira,
0s 0vos das tartarugas foram maiores (40,3mm) e mais pesados (41,3 g). O tamanho da fémea
pode estar relacionado diretamente com as carateristicas da desova (nUmero de ovos,
comprimento e peso, massa total da desova) podendo explicar tais variagdes (PORTELINHA
etal., 2013).

2.6.4 Incubagéo, taxa de eclosdo e morfometria dos filhotes
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Ao avaliar o periodo de incubacéo observou-se uma média de 61,86+0,96 dias em 2019 e
61,6+1,21 dias em 2020. Andrade (2015) descreve um periodo de incubacéo de 52,8+5,4 dias
(N=15), enquanto que Ferreira Junior e Castro (2003) relatam um periodo de 36 a 75 dias. O
que vai influenciar o nimero de dias sdo granulometria da areia, trocas gasosas entre 0 meio
externo e o interior do ninho e principalmente valores das temperaturas e umidade durante esse
periodo, que quando submetidos a altas temperaturas de incubacéo aceleram o desenvolvimento
embrionario, aumento o sucesso de eclosdo (CAMPBELL, 2006; FERREIRA JUNIOR, 2009;
IBAMA, 2016; MICHALSKI et al., 2020). Além de Ferreira Junior (2009) afirmar que o
periodo de incubacdo pode ser uma metodologia simples e ndo invasiva para determinar a razéo
sexual da ninhada.

Por serem animais que tem o sexo influenciado pela temperatura, a escolha do local e
momento da desova sdo cruciais para o embrido, além de exercerem influéncia no sexo, sdo
importantes para comportamento e tamanho dos filhotes (FERREIRA JUNIOR, 2009;
LUBIANA; FERREIRA JUNIOR, 2009). Em locais onde se ha ameaca, seja por predacéo ou
alagamento, tem sido adotada estratégia de conservacéo de translocagdo de ovos (ANDRADE,
2012; IBAMA, 2016). Além do mais evita-se que fémeas que desovam posteriormente
removam covas das noites anteriores (PANTOJA-LIMA et al., 2009). Para criadores comerciais
é importante conhecer as taxas de ecloséo, periodo de incubacao afim de fazer ajustes no seu
manejo.

A taxa de eclosédo no criador Bicho do Rio foram de 35,69+21,44% em 2019 e
23,73+22,24% em 2020. Andrade (2015) encontrou taxas de eclosdo que variaram de 69 a
93,6% em ninhos naturais e de 43 a 59% em ninhos transferidos de P.expansa em Terra
Santa/PA, 53,3% em Oriximina/PA, 63,4% em Parintins, 64,4% em Barreirinha até 71,7% em
Maués. Quanto as taxas de eclosdo de ninhos, estas apresentam valores inferiores a 50%,
normalmente explica-se pela falta de cuidados basicos na transferéncia, impericia da equipe ou
grande variacdo microclimatica nas condi¢cdes dos ninhos artificiais (ANDRADE, 2012;
IBAMA, 2016).

Tais variacGes de temperatura nos ninhos podem ser atribuidas até mesmo ao local
escolhido para a transferéncia. O local da chocadeira deve ter uma boa drenagem, para
escoamento de &guas da chuva, caso contrario podera haver a proliferacdo demasiada de fungos
e bactérias indesejadas, bem como ndo deve haver raizes ou predadores como formigas por
perto (ANDRADE, 2008; GARCEZ, 2009; IBAMA, 2016). No ano de 2020 observou-se

numero grande de ovos acometidos por larvas de mosca, o que pode explicar parcialmente a
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queda na taxa de eclosdo. Outro fator de perda de ninhos foi a predacdo de jacurarus
(Tupinambis tegunxim) nos ninhos naturais, onde esses lagartos abriram as covas e comeram
0S OV0S.

Outro fator a considerar na elevagdo de perdas de ovos, seria as condi¢Ges da praia.
Fatores como: umidade, granulometria da praia e presenca de matéria organica também
influenciam nas taxas de eclosdo (ANDRADE, 2008; CATIQUE, 2011). Niveis muito elevados
de umidade podem reduzir o sucesso da eclosdo, possivelmente porque as trocas gasosas sao
prejudicadas no ambiente saturado assim como também o substrato seco pode causar morte
embrionario por dessecacdo (FERREIRA JUNIOR, 2009) . A composicdo granulométrica da
areia também pode acarretar perdas para o sistema de criacdo, dependendo do tamanho do gréo.
(TACCHI et al., 2019). E por fim, a Garcez (2009) relata que ao avaliar sucesso reprodutivo
em propriedades, verificou que praias artificiais com muita vegetacdo tem seu sucesso de
ecloséo reduzido.

A técnica de transferéncia requer bastante cautela pois em ovos com cascas flexiveis,
como os de P. expansa, € comum que haja uma influéncia negativa no sucesso de eclosdo dos
filhotes, devido a um aumento na mortalidade embrionaria, pois nos primeiros estagios
embrionarios a ligacdo do embrido com a casca do ovo é fragil, que podera acarretar perdas se
ndo houver cuidado necessario (ANDRADE, 2012; MAGALHAES et al., 2017). Por isso
aconselha-se 0 manuseio na posi¢do dos ovos no periodo do 1° ao 3° dia e a partir do 29° dia
apos a postura, afim de proporcionar maiores chances de sobrevivéncia ao embrido
(ANDRADE, 2015; MALVASIO et al., 2005).

Os filhotes nascidos no criador Bicho do Rio apresentaram médias de comprimento de
45,82+2,91 mm em 2019 e 43,10+2,49 mm em 2020. E o peso dos filhotes de P. expansa no
primeiro dia, em 2019, foi 21,95+2,36 g, e em 2020, foi de 19,98+2,38 g. Garcez (2009),
analisando peso e comprimento de filhotes de tartaruga-da-Amazonia oriundos também de
criadores, encontrou médias de 44,60 a 48,5 mm de comprimento de carapaga e 18,71 a 22,13
g de peso. Alves Janior et al. (2010) avaliou filhotes de ninhos transferidos que mediam
47,3+0,24 mm de comprimento de carapaca e peso 25,9+1,59 g, valores superiores aos
encontrados neste estudo. Andrade (2015) encontrou para filhotes de P.expansa recém-nascidos
na zona fisiografica do médio Amazonas animais com 42,9 a 499 mm e 17,1 a 23,6 g. A
variagdo do tamanho dos filhotes em diferentes localidades pode ser explicada pela diferenga
do tamanho das fémeas adultas que desovaram (MALVASIO et al., 2005; PORTELINHA et
al., 2013).
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A razdo sexual e sucesso de ecloséo estdo intimamente ligados a temperaturas a que 0S 0vos
sdo submetidos no ninho. Em temperaturas mais elevadas ocorre o desenvolvimento
preferencial de fémeas, enquanto que em situacdo inversa, ha maior geracdo de machos
(MALVASIO et al., 2012). Como o sexo dos embrides é determinado no segundo ter¢o da
incubacdo, durante o periodo termo-sensitivo, importam apenas as condi¢fes desta fase e ndo
de toda a incubacdo (YNTEMA; MROSOSKY, 1979). A razdo sexual encontrada em nosso
estudo 0,2F:1M com 10% de fémeas, com temperatura média durante o segundo terco 29,58°C,
Valenzuela, Botero e Martinez (1997) reportaram dada temperatura pivotal para P. expansa
(temperatura capaz de produzir uma propor¢do de machos e fémeas de 50%) bem mais alta
32,5°C porém inferior a relatada por Lubiana e Ferreira Junior (2009) de 33,5°C. Talvez a soma

destes fatores explique a alta incidéncia masculina nos ninhos estudados.

2.6.5 Alometria reprodutiva

Nas tartarugas, geralmente, utiliza-se como padrdo, para verificar por meio de caracteristicas
morfoldgicas se o individuo atingiu a maturidade sexual, a avalia¢cdo do tamanho da carapaca
ou a contagem de anéis das placas para saber a idade (FERRARA et al., 2017; RUEDA-
ALMONACID et al., 2007). Como resultado, o comprimento corporal tem sido usado em
muitos estudos de alometria reprodutiva como base para obter informagbes sobre o estado
reprodutivo do animal (BONACH; PINA; VERDADE, 2006; MIORANDO; GIARRIZZO;
PEZZUTI, 2015; URL; WHITAKER; VALENZUELA, 2001).

As fémeas apresentam uma média de comprimento retilineo de carapaca de 69,80+4,85 cm
e massa de 32,76+3,8 Kg, portanto sdo animais mais velhos entre 13 e 21 anos e em plena
atividade sexual. Neste experimento, usamos medidas biométricas das fémeas, as variaveis do
ninho e da ninhada, rastros, ovos e crias para estabelecer relacGes entre si (ver anexo 7).

Lustosa (2017) descreve em seu trabalho que fémeas de vida livre com carapagas maiores,
ou seja, com comprimento retilineo maiores e mais pesadas, tinham nimero de ovos superior
as matrizes menores. No nosso estudo também encontramos esta relacdo para comprimento
(P=0,019; R?=35,63%) e peso (P= 0,009; R?= 42,15%), porém uma relacdo fraca (R?<50%).
Assim como, Portelinha et al. (2013) que, ao avaliar medidas alométricas (P. expansa),
encontrou relages significativas para tamanho corpéreo e peso com o tamanho da ninhada.

Além disso, foi possivel encontrar relacdo positiva para largura da carapacga e largura do

plastrdo com ndmero de ovos. Assim também, como Andrade (2015) encontrou relacdes
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significativas com a largura da carapaca para fémeas de vida livre. Analisando os efeitos
maternos sobre as ninhadas de P.expansa, Valenzuela (2001) observou que fémeas maiores
produziam maior nimero de ovos e OvVOS maiores, que eram enterrados em ninhos mais
profundos, sendo que esses ovos maiores produziram filhotes que tinham melhor sobrevivéncia.

Informac0es deixadas na praia, tais como: tamanho e formato da pegada, distancia entre
patas sdo indicadores confiaveis para reconhecer a espécie que desovou no local (ANDRADE,
2012). Com a avaliacdo dessas variaveis, verificamos que tamanho do animal tamanho do
animal mostrou-se significativamente relacionado também com o tamanho do rastro do animal
e a distancia entre patas. O que nos permite afirmar, que apenas pegadas deixadas na areia é
possivel posteriormente estimar o tamanho do animal, e assim o tamanho da ninhada. Dados
que corroboram com estudo de Bonach et al. (2007) que encontrou correlacdes positivas com
o tamanho da ninhada (P. expansa).

A tartaruga-da-Amazonia seleciona seus locais de desova e deposita seus ovos nos locais
mais elevados das praias (VOGT, 2008). A selecdo do local pode influenciar diretamente as
probabilidades de sucesso de eclosdo (PANTOJA-LIMA et al., 2009). Neste estudo observamos
uma relagdo negativa com tamanho de comprimento da carapaga, bem como tamanho da pata,
e distancia entre patas com a distancia da agua ao qual o animal percorreu para desovar. Animais
maiores colocavam seus ninhos em pontos mais proximos da agua.

Em Santarém/PA, foram observados relacdes significativas para tamanho do animal e a
massa da ninhada para P. unifilis (PIGNATI; PEZZUTI, 2012). Neste estudo foi possivel
identificar uma relagdo positiva entre a largura do plastrdo e massa total da ninhada. A mesma
relacdo é descrita por Portelinha et al. (2013) que encontrou também relacdes positivas entre o
tamanho do animal com a massa da ninhada. A massa total da ninhada parece também ter
relacdo com a quantidade de ovos gorados, refletindo no sucesso reprodutivo. Andrade (2015)
também verificou uma relacdo positiva entre estes parametros em P. expansa de vida livre,
Terra Santa/PA.

Neste experimento o tamanho da fémea (CRC, LRC, CRP, LRP, tamanho da pata e distancia
entre patas) teve relacdo negativa com o nimero de dias do periodo de incubacéo dos filhotes,
ou seja, quanto maior o tamanho do animal menor sera o nimero de dias de incubacdo. Lustosa
(2017), em seu estudo para a mesma espécie em vida livre ndo encontrou relagdes significativas
entre estas variaveis. E certo que além disso, fatores ambientais como: temperatura, umidade e
granulometria podem interferir no periodo de incubagio (FERREIRA JUNIOR, 2009; TACCHI
etal., 2019).
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Como esperado, 0 comprimento da carapaga em filhotes esta associado a largura de filhotes.
Araujo (2020) em seu estudo com filhotes do género Podocnemis também encontrou relagdes
biométricas entre as medidas de filhotes recém-eclodidos. Animais criados em cativeiro
apresentam crescimento inicial superior aos criados em vida livre, por isso 0 ganho de peso nas
primeiras etapas da vida seria interessante ao criador de quelonio (ANDRADE, 2012, 2015;
PANTOJA-LIMA et al., 2014). Neste estudo verificamos também a relagédo positiva da massa
total da desova com relacdo as medidas de comprimento e largura dos filhotes. Considerando
que o tamanho dos filhotes é afetado pela reserva energética (vitelinica) presente no ovo
(BLANVILLAIN; OWENS; KUCHLING, 2011).
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2.7 CONCLUSOES

a)

f)

9)

h)

)

k)

)

Os teores de pH e DBO variam ao longo ciclo reprodutivo para P. expansa criadas em
cativeiro, recomenda-se a avaliacdo periddica dos niveis, a fim de que processos
bioldgicos ndo sejam inibidos;

Ha variancia nos niveis de temperatura e pluviosidade nos diferentes anos (2019-2020);
O tamanho e peso de machos e fémeas de P. expansa ndo varia ao longo do ciclo
reprodutivo em animais de cativeiro;

O tamanho e peso dos ovos de P. expansa varia nos diferentes anos (2019 e 2020);

A média de numero de ovos por cova de P. expansa ndo varia a longo dos anos (2019 e
2020), todavia a média total no ano de 2020 é inferior;

Em 2020, verificamos que houve diferencas nas médias de temperatura dos ninhos de
P. expansa;

N&o ha relacdo entre o numero de fémeas no ninho de P. expansa e a temperatura do
2/3 do periodo de incubacéo;

O tamanho (CRC, LRC, LRP) e peso das fémeas de P. expansa esta relacionado
positivamente com nimero de ovos;

O tamanho do animal influencia na distancia percorrida na praia para desovar, animais
maiores desovam mais perto da agua;

O tempo de incubacdo dos filhotes de P. expansa séo influenciados pelo tamanho da
fémea (CRC, LRC, CRP, LRP, largura da pata, distancia entre pata), quanto maior a
mé&e menor o tempo de incubacéo;

A quantidade de ovos tem relagdo com o nimero de dias de incubacdo do filhote de P.
expansa;

O numero de ovos de P. expansa tem relacdo com nimero de ovos gorados;

m) A massa total da desova tem relagdo positiva com comprimento e largura de filhotes de

n)

P. expansa;
O comprimento da carapaca de P. expansa tem influéncia com o namero de filhotes

natimortos.
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ANEXO 1

Tabela 2.9 - Resultados das determinacdes da DBO, leitura dos valores de pH e temperatura da 4gua do
tanque de matrizes de P. expansa durante as coletas acasalamento (maio), assoalhamento (agosto), desova
(outubro/novembro), vitelogénese (margo) de 2019/2020.

Periodo Reprodutivo |

Variavels Vitelogénese Acasalamento Assoalhamento Desova
pH 7,46 5,97 8,2 7,35
DBO (mg/L) 4,4 7,6 0,2 1,3
Temperatura da agua (°C) 31,6 28,5 32,5 25,7

Tabela 2.10 -Valores de temperaturas da praia e do tanque das matrizes de P. expansa no criador
Bicho do Rio em 2019 e 2020.

Média de temperatura em °C

. . - Desvio , . L.
ANo Local Periodo de dias Média Padrio Maximo Minimo
2019 praia 20/11 a4 13/03 30,07 7,47 51,85 21,46
praia 07/10 4 28/12 29,09 6,67 49,28 20,84
2020
agua 07/10 4 28/12 30,26 1,72 33,99 24,90
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ANEXO 2

Tabela 2.11 - Sumério de medidas biométricas (cm) de fémeas e machos adultos de P. expansa: comprimento
retilineo de carapaga (CRC), largura retilinea de carapaga (LRC), comprimento retilineo do plastrdo (CRP),
largura retilinea do plastrdo (LRP), altura (H), peso (kg) e idade (anos) em criador comercial Bicho do Rio,
Iranduba/AM ao longo do periodo reprodutivo.

Sexo | CRC LRC | CRP  LRP | H Peso | ldade
Vitelogénese (marco)

FEMEA N=20

Média 67,44 46,96 55,15 34,21 20,50 34,63 21
DP 4,43 7,63 3,55 5,54 2,05 6,17 2,81
Méximo 78 58 78,5 60 40,5 45 28
Minimo 51 19 43,3 20,2 13 16,5 18

MACHO N=20

Média 37,39 30,60 29,60 21,92 13,62 7,84 13,63
DP 5,35 2,65 3,59 3,08 1,85 1,77 1,99
Maximo 43,2 33,6 39,2 28,6 17,3 9 16
Minimo 27,1 23,5 21,3 14,3 10,6 3,5 10

Acasalamento (maio)

FEMEA N=20

Média 67,44 46,96 55,15 34,21 20,50 34,63 21
DP 4,43 7,63 3,55 5,54 2,05 6,17 2,81
Maximo 73,5 54 60 40,3 24 43 28
Minimo 52,9 19 45 20,2 15,9 16,5 18

MACHO N=20

Média 37,75 28,62 27,94 14,58 11,43 6,25 15,55
DP 3,78 3,08 2,32 2,96 1,31 1,65 1,82
Méaximo 44 33,5 32 20 14 8,8 18
Minimo 32 23,2 24,5 11 9 3,7 13

Assoalhamento (agosto)

FEMEA N=21

Média 66,35 48,65 55,07 37,41 20,17 32,50 20,3
DP 8,97 6,66 7,41 5,79 2,72 5,89 2,72
Maximo 78 54 67 43,8 24 45 25
Minimo 30,6 22,3 25,9 17,5 10,1 25 13

MACHO N=20

Média 37,29 28,30 27,72 21,13 11,65 5,61 14,16
DP 5,76 4,65 5,10 3,15 2,31 2,36 3,04
Maximo 47,8 37,5 39,5 28,8 16,3 12 19
Minimo 27,1 20,5 20,8 16 8,6 2 7

Desova (outubro-novembro)

FEMEA N=26

Média 66,38 47,81 54,33 37,99 19,13 31,39 18,35
DP 4,35 4,52 3,44 5,52 2,62 6,17 2,98
Maximo 74,30 57,70 60,00 60,00 24,50 44,00 24
Minimo 57,60 41,00 47,00 30,58 13,00 19,40 13

MACHO N=20

Média 37,13 26,51 26,56 19,54 11,50 5,58 13,42
DP 4,82 3,56 2,86 2,48 1,49 1,82 2,27
Méximo 49,00 36,00 32,00 26,30 14,10 8,00 17
Minimo 30,00 21,20 21,40 15,00 8,00 3,06 8
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ANEXO 3

Tabela 2.12 - Analise de todas as variaveis testadas com correlagdo de Pearson significativa. Filh.

=filhote

Correlagao de Pearson P=
CRC X LRP 0,001
CRC X LRC 0,018
CRC X Altura 0,009
CRC X Distancia da agua 0,006
CRC X Largura da pata 0,009
CRC X Largura entre patas 0,003
CRC X Tempo de incubacéo 0,004

LRC X LRP 0,03
LRC X Peso 0,046
LRC X Distancia da dgua 0,024
LRC X Tempo de incubacdo 0,004
LRC X Comprimento filh. 0,011
CRP X Distancia da agua 0,027

CRP X Tempo de incubacdo 0,02
CRP X Comprimento filh. 0,013
LRP X N°de ovos 0,001
LRP X Largura da pata 0,029
LRP X Massa total desova 0,017
LRP X Tempo de incubacdo 0,014
LRP X Comprimento filh. 0,027

Altura X Largura da pata 0,00

Altura X Largura entre patas 0,00
Peso X N°de ovos 0,023
Idade X Altura 0,045
Distancia da agua X Altura 0,024
Distancia da agua X Distancia da vegetacao 0,017
Distancia da agua X Largura do ninho 0,023
Distancia da agua X Largura da pata 0,17
Distancia da agua X Largura entre patas 0,002
Distancia da agua X Comprimento filh. 0,039
Distancia da agua X Largura filh. 0,018
Distancia da agua X Tempo de incubacéo 0,002
N° de ovos X Comprimento filh. 0,011

N° de ovos X Largura filh. 0,05
Largura do ninho X Largura da pata 0,047
Largura do ninho X Largura entre patas 0,043
Profundidade 1° ovo X Profundidade total ninho | 0,005
Profundidade 1° ovo X Peso do ovo 0,032
Tamanho do ovo X Peso do ovo 0,042
Tempo de incubacdo X Largura entre patas 0,026
Tempo de incubacdo X Comprimento filh. 0,015
Tempo de incubacdo X Largura filh. 0,048
Comprimento filh. X N°de ovos 0,011
Comprimento filh. X Largura filh. 0,012
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Tabela 2.13 - Valores de r, com teste de correlagdo pelo método de Pearson entre medidas das fémeas e dos ninhos de P.

ANEXO 4

expansa em cativeiro, Iranduba/AM.

N° de Dist. Dist Largura | Profund. | Profund. Laraura Largura | Tamanho Peso | Massa
CRC LRC CRP LRP |Altura| Peso | Idade da } do do 1° | total do 9 entre médio
Ovos | | Veget. . . da pata ovos | total
agua ninho 0vo ninho patas | dos ovos

CRC 0722 | 0514 | 0.872 |-0.771] 0,509 | -0,196 | 0.602 | -0,799 |-0,579| -0,575 | 0291 | 0,450 | 0.779 | 0.834 | -0.611 | -0,470 | 0,499

LRC 0,722 0,730 | 0,682 |-0,632| 0,640 | 0,081 | 0,627 | -0,700 |-0,416 | -0,218 | -0,010 | 0,125 | 0,569 | 0,593 | -0,541 | -0,141 | 0,563

CRP 0514 | 0,730 0512 |-0,597 | 0,174 | -0,092 | 0,443 | -0,690 |-0,594 | -0,264 | -0,445 | -0,369 | 0,616 | 0,545 | -0,304 | 0,077 | 0,449

LRP 0872 | 0,682 | 0512 -0,598 | 0,539 | -0,123 | 0,799 | -0,627 [-0,473| -0,505 | 0,154 | 0379 | 0,683 | 0,548 | -0,593 | -0,246 | 0,730
Altura | -0.771 | -0,632 | -0,597 | -0,598 -0,111] 0,644 | -0,255 | 0,701 | 0,387 | 0,592 | -0,118 | 0,055 | -0,919 | -0.901 | 0,326 | 0,345 |-0,178

Peso 0,509 | 0,640 | 0,174 | 0,539 |-0,111 0521 | 0,706 | -0447 |-0261| -0,147 | 0,078 | 0,484 | 0255 | 0,241 | -0,606 | -0,188 | 0,622

Idade | -0,196 | 0,081 | -0,092 | -0,123 | 0.644 | 0.521 0352 | 0,035 |-0,188| 0,394 | -0268 | 0215 | -0537 | -0440 | -0.003 | 0,353 | 0,392
N° de Ovos | 0,602 | 0,627 | 0,443 | 0,799 |-0,255| 0,706 | 0,352 -0,625 |-0,509 | -0.370 | -0,265 | 0,197 | 0,414 | 0292 | -0445 | 0,191 | 0,986
D'Stgggéada -0,799 | -0,700 | -0,690 | -0,627 | 0,701 |-0,447 | 0,035 | -0,625 0728 | 0,705 | 0,181 | -0,066 | -0,729 | -0.848 | 0,468 | 0,083 |-0,579
Distancia da

veoetacio | 0579 | -0416 | -0594 | -0473 | 0,387 |-0,261 | -0.188 | -0,509 | 0728 0460 | 0,290 | -0,039 | -0,481 | -0.475 | -0,035 | -0,204 | -0,525
r';irﬁgr(iﬁ‘; 0,575 | -0,218 | -0,264 | -0,505 | 0,592 |-0,147 | 0,394 | -0,370 | 0,705 | 0,460 0,067 | 0,156 | -0,637 | 0,647 | 0283 | 0,057 |-0,336
Prg;“fodc')‘\j/%de 0,291 | -0,010 | -0,445 | 0,154 |-0,118 | 0,078 | -0,268 | -0,265 | 0,181 | 0,290 | -0,067 0,808 | -0,056 | 0,115 | -0,272 | -0,676 |-0,372
Tﬁits:]go 0450 | 0,125 | -0.369 | 0,379 | 0,055 | 0.484 | 0,215 | 0,197 | -0,066 |-0,039 | -0,156 | 0,808 -0,088 | 0,003 | -0,430 | -0,517 | 0,098
Largura da

ot 0,779 | 0,569 | 0,616 | 0,683 |-0,919| 0,255 | -0,537 | 0,414 | -0.729 |-0.481 | -0,637 | -0,056 | -0,088 0,863 | -0,400 | -0,331 | 0,337
er']‘tfggp“arés 0834 | 0593 | 0,545 | 0,548 |-0.901| 0,241 | -0.440 | 0,292 | -0,848 |-0,475| -0.647 | 0,115 | 0,093 | 0,863 20,500 | -0,473 | 0,196
Tam. ovos | -0,611 | -0,541 | -0,304 | -0,593 | 0,326 |-0,606 | -0,003 | -0,445 | 0,468 |-0,035| 0,283 | -0,272 | -0,430 | -0,400 | -0,500 0,649 |-0,325
Peso ovos | -0,470 | -0.141 | 0,077 |-0,246 | 0,345 |-0,188| 0,353 | 0,191 | 0,083 |-0.204| 0,057 | -0,676 | -0,517 | -0,331 | -0,473 | 0,649 0,341
'\QZS;Z‘SZOJZ' 0499 | 0563 | 0,449 | 0,730 |-0.178| 0,622 | 0,392 | 0,986 | -0.579 |-0,525| -0,336 | -0,372 | 0,098 | 0,337 | 0,196 | -0.325 | 0,341
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ANEXO 5

Tabela 2.14 — Valores de r, com teste de correlacdo pelo método de Pearson entre de fémeas de P. expansa e periodo de incubacédo e tamanho de filhotes.

Altura N° de | Filhotes N° de Filhotes Teg;po Taxa de CRC LRC Peso
CRC LRC CRP LRP Peso Idade . Ovos . . eclosdo | . - .
(cm) Ovos totais natimortos | incub. Filhote | Filhote | Filhote
gorados X %
(dias)
CRC 0,635 | 0538 | 0,750 | -0572 | 0,467 | -0,114 | 0592 | -0,111 | 0429 | 0257 | -0,755 | -0,249 | 0,327 | 0,257 |-0,158
LRC 0,635 0731 | 0675 | 0530 | 0522 | 0157 | 0,711 | 0,060 | 0362 | 0339 | -0.777 | -0122 | 0203 | -0,128 | -0,036
CRP 0538 | 0,731 0543 | -0,452 | 0,260 | 0026 | 0530 | -0,005 | 0314 | 0176 | -0.675 | -0100 | 0,382 | 0,227 | 0,168
LRP 0,750 | 0,675 | 0,543 0203 | 0577 | 0209 | 0752 | 0138 | 0378 | 0311 | -0556 | -0,078 | 0,244 | -0,029 | -0,220
Altura | -0572 | 0,530 | -0,452 | -0.203 0054 | 0652 | -0338 | 0392 | -0426 | -0078 | 0673 | 0437 |-0083| 0,013 |-0,131
Peso 0467 | 0522 | 0,260 | 0577 | 0,054 0539 | 0641 | -0,144 | 0492 | 0350 | -0267 | -0.273 | 0,095 | 0,063 |-0,190
Idade -0.114 | 0,157 | 0,026 | 0,209 | 0652 | 0539 0328 | 0297 | -0002 | 0387 | 0130 | 0205 |-0,060| -0.008 |-0,393
N°de Ovos | 0,592 | 0,711 | 0530 | 0,752 | -0338 | 0641 | 0,328 0278 | 0777 | 0412 | -0595 | -0496 | 0,209 | 0055 |-0157
Finotes | 0111 | 0060 | -0,005 | 0138 | 0392 | 0144 | 0207 | -0278 0811 | 0042 | 0042 | 0965 | 0072 | -0115 |-0,239
N°de Ovos | o9 | 0362 | 0314 | 0378 | 0426 | 0492 | -0002 | 0 08 0,189 0371 | -0918 | 0,150 | 0166 | 0,103
gorados 1 1 1 1 - 1 1 - 1 |777 - ) 11 L - 1 - L 1 1 1 1
FINtes 0257 | 0,330 | 0476 | 0311 | 0078 | 0350 | 0387 | 0412 | -0042 | 0,189 0,145 | -0,133 | -0,556 | -0,443 | -0,556
Tempo de
e 0,755 | -0,777 | -0.675 | -0.556 | 0,673 | -0,267 | 0,130 | -0,595 | 0,042 | -0371 | -0,145 0207 |-0371| -0,234 | 0,007
Taxa de
cclocio vy | 0:249 | 0122 | -0,100 | -0,078 | 0437 | 0273 | 0205 | -0496 | 0965 | -0918 | -0,133 | 0,207 0,028 | -0,084 |-0,174
COTiﬁ’rr]'oT:”to 0327 | 0203 | 0,382 | 0244 | -0,083 | 0,095 | -0,060 | 0,209 | 0072 | 0150 | -0556 | -0371 | 0,028 0806 | 0,638
II_:?Irr?cl)Jt? 0257 | -0,128 | 0,227 | -0,029 | 0013 | 0,063 | -0,008 | 0,055 | -0,115 | 0166 | -0443 | -0234 | -0.084 | 0,806 0421
Peso Filhote | -0,158 | -0,036 | 0,168 | -0,220 | -0,131 | -0,190 | -0,393 | -0,157 | -0,239 | 0,103 | -0,556 | 0,007 | -0,174 | 0,638 | 0,421
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ANEXO 6

Tabela 2.15 — Valores de r, com teste de correlagdo pelo método de Pearson entre medidas dos ovos transplantados, informac8es do periodo de incubacdo e biometria dos

filhotes.
0
N° de N° de ovos Tan)ar)ho P?SQ Massa Filhotes N° de Filhotes | Tempo de Taxa d € Comprimento | Largura | Peso
médio médio | total da . Ovos . ) ~_ | eclosdo . . .
Ovos | transplantados totais natimortos | incubagao do filhote | Filhote | Filhote
dos ovos | dos ovos | desova gorados %
N° de Ovos 0,998 20360 | 0256 | 0986 | -0,306 | 0831 | -0223 | -0,611 | -0538 0,720 0658 | 0,036
0
N° de ovos 0,998 0,369 | 0,237 | 0983 | -0286 | 0,820 | -0216 | -0,607 | -0,520 0,722 0653 | 0,017
transplantados
Ta"éa(‘)”shgvg‘:d'o -0,360 -0,369 0675 | -0,230 | 0365 | -0454 | -0,047 0507 | 0,440 0,173 0,038 | -0,032
Peso g‘\fgs'o dos | 256 0,237 0.675 0406 | 0060 | 0123 | -0240 | 0,080 | -0,006 0,323 0474 | 0215
Masjé"sf)o\fg' da | 4956 0,983 -0,230 | 0,406 0272 | 0803 | -0284 | -0565 | -0,501 0,735 0,709 | 0,052
Filhotes totais | -0,306 20,286 0365 | 0060 | -0,272 0782 | 0038 | -0153 | 0,959 0,139 0138 | -0,237
0
Nggfagc‘)’sos 0,831 0,820 -0,454 | 0,123 | 0803 | -0,782 0,190 | -0,304 | -0,909 0,392 0345 | 0,158
Filhotes -0,223 -0,216 0,047 | -0,240 | -0.284 | 0,038 | -0,190 0178 | 0,060 0,377 0,256 | -0,224
natimortos
Tempo de incub. | -0,611 -0,607 0507 | 0080 | -0,565 | -0,153 | -0.304 | 0,178 0,067 -0,691 0,664 | 0,004
Taxa de eclosio % | -0,538 -0,520 0440 | -0,006 | -0,501 | 0,959 | -0,909 | 0,060 0,067 -0,050 -0,043 | -0,193
Com'{]ﬂirlmzto do | 720 0,722 0173 | 0323 | 0735 | 0139 | 0392 | -0377 | -0691 | -0,050 0697 | 0,429
Largura Filhote | 0,658 0,653 0038 | 0474 | 0709 | 0138 | 0345 | -0256 | -0.664 | -0,043 0,697 -0,120
Peso Filhote 0,036 0,017 0,032 | 0215 | 0052 | -0237 | 0158 | -0224 | 0,004 | -0,193 0,429 -0,120
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ANEXO 7

Tabela 2.16 - Estatistica descritiva de fémeas e filhotes de P. expansa avaliados nas analises alométricas

Variavel N Média DesvPad Minimo Maximo
CRC (cm) 15 69,8 4,95 63 78
LRC (cm) 15 50,13 4,67 41 57
CRP (cm) 15 55,73 3,39 48 60
LRP (cm) 15 39,4 2,90 34 44
Altura (cm) 15 17,467 2,39 13 22
Peso (Kg) 15 32,36 3,79 25,75 37,39
Idade (anos) 15 16,57 2,34 13 21
N° de Ovos 15 107,87 20,31 77 148
Distancia da agua (m) 15 16,8 6,73 5 25
Distancia da vegetacao (m) 15 13,53 2,9 10 19
Largura do ninho (cm) 15 17,67 2,94 13 24
Profundidade 1° OVO (cm) 15 40,73 10,09 22 63
Profundidade total cova (cm) 15 55,07 12,18 40 86
Largura da pata (cm) 15 14,27 2,52 11 20
Largura entre patas (cm) 15 26 3,09 22 30
Tamanho dos ovos (cm) 15 38,02 1,33 36,8 40,4
Peso médio dos ovos (g) 15 34,53 1,26 32,78 35,94
Massa total da desova (g) 15 3591 770 2717 5319
Filhotes totais 15 35,93 19,83 0 72
N° de Ovos gorados 15 67,8 295 21 116
Filhotes natimortos 15 1,27 3,06 0 12
Tempo de incub. (dias) 15 61,47 0,743 60 63
Taxa de ecloséo (%) 15 35,86 21,97 0 77,42
Comprimento filhote 15 46,16 1,92 42 8 49,6
Largura Filhote 15 42,133 2,338 37,4 46,8
Peso Filhote 15 22,085 1,309 20,17 245
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Capitulo 3 Fisiologia reprodutiva no plantel de matrizes e
reprodutores de Podocnemis expansa: testosterona, estradiol e
bioquimica plasmatica

Resumo

Os eventos reprodutivos ao longo de um ciclo anual sdo acompanhados de variagdes nos
niveis de horménios esteroides gonadais e, consequentemente provocam profundas
mudancas nos parametros bioquimicos do sangue. A analise de sangue tem se mostrado
uma ferramenta pouco-invasiva usada para compreender a fisiologia da reproducéo de
queldnios. Contudo, pouco aplicada nos estudos com queldnios aquaticos da Amazodnia.
O objetivo deste trabalho consiste em relacionar os niveis de hormonios esteroides
gonadais circulantes e perfil bioquimico do plasma com os eventos reprodutivos
(vitelogénese, acasalamento, assoalhamento e desova) de Podocnemis expansa
Schweigger (1812) criadas em cativeiro. Para isso, foram coletadas 167 amostras de
sangue durante o periodo estudado (maio, outubro/novembro de 2019 e marco e agosto
de 2020). Destas, 87 sdo fémeas e 80 sdo machos com idades e tamanhos homogéneos
dentro de cada sexo. Foram realizadas analises hormonais de testosterona e estradiol, pela
técnica ELISA. Os teores de proteinas totais, calcio, colesterol, triglicerideos, glicose,
sodio e potassio também foram analisados nas mesmas amostras. Para 0s teores
hormonais, o estradiol variou em fémeas, assim também houve variagdes significativas
ao longo dos estados reprodutivos em machos, com maiores médias na fase de
vitelogénese. N&o houve diferencas significativas entre os teores de testosterona em
ambos 0s sexos. Dentre 0s parametros bioguimicos, os teores de colesterol e
triglicerideos, em fémeas, tiveram suas maiores médias entre as fases vitelogénica e
acasalamento, apresentando variagdes ao longo do ciclo reprodutivo. Enquanto que nos
machos, apenas houve variagdes para triglicerideos, com aumento na fase de desova. Os
valores encontrados para de glicose para fémeas também variam ao longo dos estados
reprodutivos. A fase de assoalhamento mostra uma queda nos teores, indicando que estes
animais possam se manter de jejum. Como também ha variacdo para os reprodutores, em
vista que ha um aumento no estado de vitelogénese. Houve também alteracdes
significativas ao longo do periodo do ciclo reprodutivo, nos niveis de proteina total em

fémeas e machos. Que de maneira semelhante apresentaram maiores teores na fase da
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desova em ambos 0s sexos. Diferencas significativas nos niveis de calcio em fémeas nédo
foram observadas, em contraste com os resultados encontrados para machos, que
apresentaram variacdes, tendo menores niveis de assoalhamento. Altera¢fes nos niveis
de sodio foram encontradas em fémeas durante as diferentes etapas do ciclo reprodutivo,
visto que ha niveis elevados na fase de vitelogénese e uma reducdo no assoalhamento.
Posto que, nos machos, ocorrem também variagcdes conforme o estado reprodutivo, mas
a reducdo acontece na vitelogénese. Os niveis de lipidios circulantes estdo
significantemente associados positivamente a relagdo E2: T em fémeas. Visto que poderdo
subsidiar outros estudos com fins de indugéo de desova e melhor gestdo de manejo em

cativeiro.

Palavras-chave: queldnios; esteroides; ciclo reprodutivo; reproducéo; perfil bioquimico

Abstract

Reproductive events throughout an annual cycle are accompanied by variations in the
levels of gonadal steroid hormones and, consequently, cause profound changes in the
biochemical parameters of the blood. Blood analysis has been shown to be a minimally
invasive tool used to understand the physiology of turtle reproduction. However, little
applied in studies with aquatic turtles in the Amazon. The objective of this work is to
relate the levels of circulating gonadal steroid hormones and plasma biochemical profile
with the reproductive events (vitellogenesis, mating, sunbathe and spawning) of
Podocnemis expansa Schweigger (1812) raised in captivity. For this, 167 blood samples
were collected during the study period (May, October/November 2019 and March and
August 2020). Of these, 87 are females and 80 are males with homogeneous ages and
sizes within each sex. Hormonal analyzes of testosterone and estradiol were performed
using the ELISA technique. The samples were also subjected to analysis to verify the
levels of total protein, calcium, cholesterol, triglycerides, glucose, sodium and potassium.
For hormone levels, estradiol varied in females, and there were also significant variations
along the reproductive stages in males, with higher averages in the vitelogenesis phase.
There were no significant differences between testosterone levels in either sex. Among
the biochemical parameters, the levels of cholesterol and triglycerides, in females, had

their highest averages between the vitellogenic and mating phases, showing variations
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throughout the reproductive cycle. While in males, there were only variations for
triglycerides, with an increase in the spawning phase. The values found for glucose for
females also vary along the reproductive states. The sunbathe phase shows a drop in
contents, indicating that these animals can keep fasting. As there is also variation for the
male, as there is an increase in the vitellogenic state. There were also significant changes
over the period of the reproductive cycle in total protein levels in females and males. That
similarly showed higher levels in the spawning phase in both sexes. Significant
differences in calcium levels in females were not observed, in contrast to the results found
for males, which showed variations, having lower sunbathe levels. Changes in sodium
levels were found in females during different stages of the reproductive cycle, as there
are high levels in the vitellogenic phase and a reduction in sunbathe. Since, in males,
variations also occur depending on the reproductive state, but the reduction occurs in
vitelogenesis. Circulating lipid levels are significantly positively associated with the E2:T
ratio in females. Since they can support other studies with the purpose of inducing

spawning and better management of management in captivity.

Keywords: turtles; steroids; reproductive cycle; reproduction; biochemical profile
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31 INTRODUCAO

A tartaruga-da-amazoénia adulta passa a maior parte da vida no ambiente aquatico,
dispersas pelos rios e lagos amazdnicos, 0 que as torna logisticamente e financeiramente
dificeis de estuda-las (IBAMA, 2016). Como base, quase tudo que sabemos sobre
comportamento reprodutivo das tartarugas adultas foi aprendido a partir do curto espaco
de tempo em que as fémeas saem para desovar (ECKERT et al., 1999).

Os resultados obtidos em estudos sobre estados reprodutivos de tartarugas
amazonicas sdo semelhantes as mesmas condi¢fes observadas para tartarugas marinhas.
Enquanto que a reproducdo de tartarugas marinhas é direcionada para ocorrer durante 0s
periodos do ano que sdo mais propicios (temperaturas altas) a sobrevivéncia adultos e
filhotes (KUCHLING, 1999; LUTZ; MUSICK, 1997; OWENS, 1997), a reproducéo de
queldnios amaz6nicos esta intimamente associada ao ciclo hidrolégico anual, que varia
conforme a localidade na bacia Amazénica (ALHO; PADUA, 1982; ANDRADE, 2008).
Quando inicia o periodo da seca, ocorrendo a exposicdo dos primeiros bancos de areia,
0s animais migram para canais principais em busca dos sitios de nidificacdo (FERRARA
etal., 2017).

O acasalamento ocorre dentro da 4gua, assim como em animais marinhos, com uma
série de comportamentos padrdes entre corte e copula (ANDRADE, 2008; GARCEZ,
2009; OWENS, 1997). Um més antes da desova, 0s animais agrupam-se em frente as
praias de nidificacdo e os animais saem da agua para tomar banho de sol, 0 que aumenta
sua taxa metabdlica e acelerando a vitelogénese (ANDRADE, 2008; FERRARA et al.,
2017; RUEDA-ALMONACID et al., 2007; VOGT, 2008). O comportamento de
nidificacdo € estereotipado ao qual andam pela praia em busca de um local adequado para
postura, podendo durar de 90 minutos a 240 minutos aproximadamente, ocorrendo
geralmente a noite e, ocasionalmente pela manh& ou de tarde (ANDRADE, 2008, 2016).
Apl6s a postura, as fémeas continuam agregadas em frente a praia aguardando o
nascimento dos filhotes. Quando termina o nascimento, adultos, jovens e filhotes podem
migrar juntos para a floresta alagada em busca de protecédo e alimentacdo (FERRARA et
al., 2017; IBAMA, 2016).

Estudos em animais em cativeiros proporcionam uma melhor compreensdo do
comportamento reprodutivo. O confinamento facilita a obtencdo de dados e permite ao
pesquisador organizar um delineamento experimental visando obter uma melhor

compreensdo da fisiologia basica do animal em estudo (OWENS, 1997). Dados basicos
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para obtencdo de informacdes o ciclo reprodutivo em quel6nios podem ser obtidos por
meio de ultrassonografia, laparoscopia e a analise de hormonios reprodutivos no sangue
(BLANVILLAIN; OWENS; KUCHLING, 2011).

Até o momento, pelo que sabemos, nenhuma destas técnicas foi utilizada para
compreender o ciclo reprodutivo de tartarugas amazénicas. Neste trabalho, sera utilizada
analises dos horménios esteroides do sangue de adultos reprodutores de Podocnemis
expansa Schweigger (1812) criados em cativeiro ao longo de um ciclo reprodutivo. Este
estudo, baseia-se no comportamento estereotipado de animais criados em cativeiros, que
aparentemente sincronizam seus eventos reprodutivos com aqueles animais de vida livre.
A maioria dos estudos que avaliam o perfil hormonal ao longo do ciclo reprodutivo foi
feito com tartarugas marinhas. Como estudos para Chelonia mydas, Caretta caretta,
Eretmochelys imbricata, Dermochelys coriacea e Lepidochelys kempi (HAMANN et al.,
2005; HECK et al., 1997; JESSOP et al., 2004; MAHMOUD et al., 2011; ROSTAL et
al., 1998, 2001; SOZBILEN; KASKA, 2018; VALENTE et al., 2011). Estudos com
tartarugas de agua doce foram realizados com aquelas de regides temperadas para
tartaruga-pintada (Chrysemys picta), terrapin (Batagur borneoensis), tartaruga-
almiscarada (Sternotherus odoratus) e tartaruga-mordedora (Chelydra serpentina)
(FELDMAN, 2007; KOLANDAIVELOO et al., 2020; LICHT; KHORRAMI-
YAGHOOBI; LICHT, 1985; POLICH, 2018; SCHROEDER; RHEN, 2019) e de espécie
australiana Natator depressus (tartaruga-marinha-australiana) (IKONOMOPOULOU et
al., 2014). Poucos estudos foram realizados com espécies de tartarugas amazonicas, como
no mucud (Kinosternon scorpioides) e tartaruga-da-amazonia (Podocnemis expansa)
(FRENEAU et al., 2017; VIANA et al., 2014).

Os hormonios esteroides tém sido amplamente utilizados para compreender 0s
eventos reprodutivos dos vertebrados. Os principais esteroides gonadais estudados sao:
testosterona (T) e B-estradiol (E2) (NORRIS; LOPEZ, 2011). O andrégeno, em machos,
é responsavel pelo desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias e
comportamentos de cortejo e acasalamento (BLANVILLAIN; OWENS; KUCHLING,
2011). O estrogénio é relatado como um esteroide ovariano que atua no desenvolvimento
folicular, controlando a vitelogénese. Durante as atividades reprodutivas de quelonios, 0s
individuos apresentam mudancgas metabdlicas significativas coordenadas por flutuacGes
sazonais de niveis hormonais plasmaticos (KUCHLING, 1999).

E necessario metabolizar grandes niveis de energia para atividades de migracio e

acasalamento, o que pode ser em machos antecedidos por altos teores de T (ROSTAL et
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al., 1998). As concentracBes de glicose no sangue sdo reguladas por um delicado
equilibrio de mecanismos envolvendo hormonios, captacdo de glicose e oxidacdo
(KUNZE et al., 2020). O sodio (Na*), quando em niveis decrescentes, atua na atividade
migratoria e na mobiliza¢do espermética em alguns répteis (BLANVILLAIN; OWENS;
KUCHLING, 2011; RAI; HAIDER, 1991). Nas fémeas, quando ha aumento nos niveis
de E> ocorre a mobilizagdo de vitelogenina (proteina da gema do ovo), aumento do peso
oviducal e elevacdo da proteina sérica circulante e niveis de calcio (producdo e qualidade
da casca) (NORRIS; LOPEZ, 2011). Assim também, h& crescimento na concentragdo
colesterol, triglicerideos e fosfolipidios, tanto no tecido adiposo quanto plasmatico de
fémeas, que podem ser encontrados até mesmo no vitelo, aos quais contribuirdo como
suprimento de energia para embrido (DUGGAN; CALLARD, 2003; TADA et al., 2007).
Durante a fase da desova, altas concentragdes lipidicas sdo essenciais para que 0 processo
ocorra dentro da normalidade e, portanto, possibilite um desempenho reprodutivo
satisfatorio as fémeas (ARAUJO et al., 2015). Assim como a quimica do sangue funciona
para ions ou agucares, tais quais podem indicar o estado de saude de um animal, 0s niveis
especificos de certos horménios na circulagdo também podem fornecer pistas sobre o
status reprodutivo ou comportamental preciso do individuo (KUCHLING, 1999;
NORRIS; LOPEZ, 2011; SOZBILEN; KASKA, 2018).
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32 JUSTIFICATIVA

Levando-se em conta que, para tartarugas amazonicas o ciclo hidrolégico (seca,
enchente, vazante) na natureza afeta diretamente seu periodo reprodutivo. Varios autores
recomendam que os perfis dos hormdnios esteroides de cada espécie sejam previamente
estudados, devido a variacOes espécie-especificas (BLANVILLAIN; OWENS;
KUCHLING, 2011; ECKERT et al., 1999; KUCHLING, 1999). Amostras sanguineas
podem ser facilmente obtidas e sdo de grande importancia para diversos diagndsticos
(PERPINAN, 2017). Tais amostras de plasma, podem ser utilizadas em analises
bioquimicas que constituem uma relevante técnica com finalidade de se obter
informacdes das condicdes gerais dos animais e auxiliar no diagnostico de doencas
(WYNEKEN; GODFREY; BELS, 2007).

Devido a relevancia que a tartaruga-da-amazonia tem para 0 mercado, dados que
possam auxiliar na criacdo e reproducdo em cativeiro, com fins comerciais ou até mesmo
para repovoamento de populagdes de vida livre sdo fundamentais para decisdo de gestao
(SANTOS et al., 2005). Quando bem interpretados, resultados do perfil hormonais e
bioquimicos implicam na utilizagdo de valores referenciais especificos a espécie,
condi¢cbes de manejo, alimentacdo propiciada, situacdo demografica, estagio de vida
(BLOODGOOD etal., 2019). Outro fator a considerar € que parametros como dieta, sexo,
idade, habitat, condicdo corpdrea e até mesmo a época da coleta podem ser influenciados
por variagOes sazonais (CAMPBELL, 2006). Harden et al. (2018), em seu estudo
determinram valores bioquimicos sanguineos e sazonais para Terrapene ornata durante
sua estacdo reprodutiva verificando diferencas individuais nos valores bioquimicos do
sangue impulsionados pela temperatura da carapaca.

A motivacdo para a realizagao do trabalho consiste na caréncia de informagdes sobre
parametros reprodutivos a respeito da espécie contemplada na pesquisa. Os avancos da
tecnologia de manejo reprodutivo de tartarugas em cativeiro, permitird uma maior
producdo de ovos e filhotes. Assim, possibilitando a apresentacdo de um pacote
tecnoldgico completo sobre a reproducdo deste animal em cativeiro aos quelonicultores
do estado.
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3.3 HIPOTESES

HO: O perfil de hormonios reprodutivos nao esta associado aos eventos reprodutivos
(vitelogénese, acasalamento, assoalhamento e desova) de matrizes (machos e fémeas) de
Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia) criadas em cativeiro;

H1: O perfil de hormdnios reprodutivos esta associado aos eventos reprodutivos
(vitelogénese, acasalamento, assoalhamento e desova) de matrizes (machos e fémeas) de
Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia) criadas em cativeiro;

HO: Os hormoénios reprodutivos ndo influenciam no perfil bioquimico de matrizes
(machos e fémeas) de Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia) criadas em cativeiro
ao longo do ciclo reprodutivo;

H1: Os hormonios reprodutivos influenciam no perfil bioquimico de matrizes (machos e
fémeas) de Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia) criadas em cativeiro ao longo
do ciclo reprodutivo.
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34 OBJETIVOS

3.4.1 Objetivo geral

Relacionar os niveis de hormonios esteroides gonadais circulantes e perfil bioquimico do
plasma com os eventos reprodutivos (vitelogénese, acasalamento, assoalhamento e

desova) de Podocnemis expansa Schweigger (1812) criadas em cativeiro.

3.4.2 Objetivos especificos

-Quantificar, avaliar e relacionar os niveis de testosterona (T) e B-estradiol (E2) com os
principais eventos reprodutivos (vitelogénese, acasalamento, assoalhamento e desova) do

plantel de reprodutores fémeas e machos de tartarugas-da-Amazonia criadas em cativeiro;

- Quantificar, avaliar e relacionar a concentracdo dos principais parametros bioquimicos
do plasma (colesterol, triglicerideos, glicose, proteina total, calcio, sodio e potassio) com
0s principais eventos reprodutivos (vitelogénese, acasalamento, assoalhamento e desova)
do plantel de reprodutores fémeas e machos de tartarugas-da-Amazénia criadas em

cativeiro;

-Verificar se os hormoénios esteroides (testosterona, [-estradiol e a razdo E2:T)
influenciam na mobilizacdo de lipidios (triglicerideos e colesterol) ao longo dos
principais eventos reprodutivos: vitelogénese, acasalamento, assoalhamento e desova do

plantel de reprodutores fémeas e machos de tartarugas-da-Amazonia criadas em cativeiro;
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35 MATERIAL E METODOS

3.5.1 Area de estudo

As coletas das amostras foram realizadas na Fazenda Agropecuaria Nossa Senhora
Aparecida (Bicho do Rio) (3°11°11”°S 60°17°50”0), de propriedade do Sr. Jos¢ Silva de
Vasconcelos, localizada a Rodovia Manoel Urbano, Am-070, Km 26, ramal 2.5 - Pico
Belo Vista, no municipio de Iranduba/AM. O tanque da propriedade é tipo barragem com
uma area de 1500 m? de praia. A area de lamina d’agua de 5200 m? e altura da praia ¢ de
3,4 m. A fonte hidrica que alimenta o cultivo € decorrente de um igarapé perene com
vazdo de 3,5 I/s que nasce na propriedade vizinha e cruza toda propriedade de norte a sul.
Agua é renovada periodicamente, esvaziando-se parcialmente o tanque, através de
monges ou canos cotovelos instalados nos tanques (Figura 1). A densidade total do cultivo

¢ de 0,08 animais/ mz.

Dimensdes clo Tanque das Matrizes e Reprodutores
Perers 711

Figura 1 - Localizagdo do tanque das matrizes e reprodutores da propriedade "Fazenda Bicho do Rio" via
satélite (A). Fonte: https://www.google.com/maps e vista local da barragem da propriedade (B). Fonte:
Lopes, T. 2020

3.5.2 Animais do experimento

No total, foram coletadas 167 amostras de sangue durante o periodo estudado (maio,
outubro/novembro de 2019 e margo e agosto de 2020). Destas, 87 sdo fémeas e 80 sdo
machos com idades e tamanhos homogéneos dentro de cada sexo. Em cada periodo de
coleta, foram capturados em torno de 40 individuos, sendo 20 de cada sexo (ver tabela
3.1). Em decorréncia da situacdo de Pandemia da doenga SARS- COV-2 (COVID-19),
ndo foi possivel realizacdo de coletas planejadas no ano de 2020, por isso utilizamos o0s
dados de desova do ano de 2019.

Todos os procedimentos foram autorizados pela Comissdo de Etica no Uso de
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Animais, situado na Universidade Federal do Amazonas-UFAM, com autorizacdo de
numero (064/2019), de acordo com a Lei N0.11.794 e possuindo Licenca SISBIO n°
19232.

Tabela 3. 1 - Caracteristicas amostrais: nimero de amostras (N), peso médio
(Kg) e média de idade (anos) obtidas nas coletas realizadas na Fazenda Bicho

do Rio, Iranduba/AM, nos anos de 2019 e 2020.

Periodo de coleta Fémea Macho
Maio/2019 (Acasalamento)
N 20 20
Peso 34,63+6,25 6,25+1,65
Idade 21+2,81 15,55+1,82
Outubro/2019 (Desova)
N 12 6
Peso 32,55+3,74 3,74+0,6
Idade 16,73+2,34 12,5+0,84
Novembro/2019 (Desova)
N 14 14
Peso 31,2+7,84 6,46+1,39
Idade 19,79+2,89 13,85+2,61
Marco/2020 (Vitelogénese)
N 20 20
Peso 29,40+11,3 7,841,777
Idade 18,1045,09 13,63+1,99
Agosto/2020 (Assoalhamento)
N 21 20
Peso 32,5459 5,61+2,36
Idade 20,3+2,72 14,16+3,04

Os animais estudados foram alocados numa mesma barragem (Figura 2) e submetidos
ao mesmo tratamento nutricional, no qual utilizaram-se ragGes comerciais para peixe,
com niveis protéicos em torno de 28%. A alimentacdo dos animais consistia basicamente
em racdo extrusada para pescado da marca Confianca ®, 10 mm de granulometria. Com
proporcOes diérias baseadas em aproximadamente de 1,5 & 3% da biomassa, sendo 50 kg
por dia (ver tabela 2.1). O alimento era fornecido uma vez ao dia, por volta das 16h00.
Também se utilizaram-se fontes de “produtos de cultura” a “subprodutos” conforme a

disponibilidade.
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Figura 2 - Matrizes e reprodutores de tartaruga-da-Amazénia no tanque reproduco.
Fonte: Lopes, T. 2020

3.5.3 Metodologia de captura e biometria

Para captura dos animais utilizamos rede de pesca tipo arrastdo (8x70 m), com malha
de 50 mm. Utilizamos as metodologias para biometria e marcagdo usadas por Andrade et
al., 2016 (Figura 3-A). A biometria foi realizada com o uso de paquimetro de precisdo
(Haglofer 80 cm) e balanc¢a do tipo Pesola® para animais até 10 kg e balanca de mola
tipo dinam6metro com capacidade até 50 kg. Foram tomadas medidas do comprimento e
largura retilinea da carapaca (CRC e LRC), comprimento e largura do plastrdo (CP e LP),
altura da carapaca (AC), peso e também foi feita a estimativa de idade pela contagem dos
anéis de crescimento nos escudos da carapaca do comprimento da carapa¢a (CRC), da
largura da carapaca (LRC), do comprimento do plastrédo (CP), da largura do plastréo (LP)
e da altura da carapaca (AC) segundo Andrade et al. (2016). A sexagem foi feita
observando a cauda e abertura na parte inferior do plastrdo (ANDRADE, 2008).

Os resultados da biometria deste experimento estdo descritos na tabela 2.1 no capitulo
anterior.

Durante o periodo da nidificagdo (outubro) foi necessdrio a adogdo de outra
metodologia de captura. Ao subirem a praia e concluirem a ovoposicgao, as fémeas eram
colocadas em decubito dorsal para coleta de sangue e posteriormente realizavamos a
biometria e marcacdo (Figura 3-B). Para os machos, utilizamos individuos retirados na
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coleta anterior que ficavam alocados em outro tanque. Tais metodologias foram usadas a

fim de causar o minimo de interferéncia possivel na desova.

Figura 3 - Captura das tartarugas com Rede redes do tipo transmalhas
(A) Exemplar de fémea de Podocnemis expansa (B). Fonte: Lopes, T.
2019

3.5.4 Colheita do sangue e obtencéo de plasma

Ap0s o processo de biometria e marcacao, as amostras de sangue foram retiradas e o
plasma separado para analise dos horménios esteroides durante as coletas no ciclo
reprodutivo (maio, outubro, novembro, marco e agosto). O sangue foi obtido por meio de
puncdo de cada exemplar, da veia coccigea dorsal com uma seringa previamente
preparada com anticoagulante heparina. O volume de sangue coletado foi de 3 ml. A
metodologia adotada para retirada das amostras serd de acordo com a forma descrita por
(PERPINAN, 2017).

Para coleta de sangue, o animal foi posicionado em decubito dorsal e os membros

posteriores foram contidos. Foi feita aplicacdo de liquido desinfetante e a agulha foi
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introduzida em um angulo de 45 graus. Quando ndo havia aspiracdo de sangue, a agulha
era levemente retirada e redirecionada até que o sangue aparecesse no centro da seringa.

As amostras coletadas foram acondicionadas em tubos eppendorf de 2 mL e mantidos
sob refrigeracdo. Logo apo6s a coleta, o plasma foi obtido por meio de centrifugacéo
(5.000 rpm por minuto) por dez minutos, separado (Figura 4) e armazenado em freezer

-20 °C para as analises posteriores dos hormonios esteroides (testosterona e estradiol).

Amostra
de sangue

o Amostra
Transferéncia apds
Freezer do plasma centrifugacéo

Plasma

Figura 4 - Fluxograma de coleta de sangue e obtenc¢do de plasma. Fonte: https://app.biorender.com

3.5.5 Analise dos horménios esteroides (testosterona e estradiol)

Os hormonios testosterona e estradiol foram avaliados por meio do método ELISA.
Para leitura dos niveis séricos de estradiol e testosterona utilizamos o espectrofotémetro
de microplacas Thermo Scientific ™ Multiskan ™ GO (Figura 5-A). O DGR ELISA é
um Kit comercial imuno-ensaio-enzimatico para a determinagdo quantitativa por
diagnostico in vitro de esteroides no plasma.

O kit DRG Elisa é baseado no principio da competicdo pelos sitios de ligacdo do
anticorpo com enzima. Ao adicionarmos 25 ul das amostras ou calibradores (padroes de
esteroides) em cada um dos pogos e 100 pl do conjugado (para estradiol) ou 200 pl (para

testosterona), o esteroide enddgeno da amostra compete com o anticorpo conjugado do
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hormdnio especifico com Peroxidase pelas ligacdes do anticorpo coberto da placa. Apos
isso, as microplacas foram incubadas por 90 minutos para estradiol ou 60 minutos para
testosterona, o conjugado ndo ligado é lavado e desprezado. A quantidade de ligagdes do
Conjugado Peroxidase € inversamente proporcional & concentragdo do hormonio
analisado na amostra. Consecutivamente, adicionamos solucédo de substrato (inclusa no
kit) preparada previamente com 100 pl para estradiol e 200 pl para testosterona a cada
poco, decorrendo por 30 minutos e 15 minutos, respectivamente. E, entdo, 50 pl (para
anélise de estradiol) ou 100 pl (para andlise de testosterona) da solucdo de parada é
adicionada e ap0s isso, a intensidade da cor desenvolvida é inversamente proporcional a
concentracdo do hormonio especifico presente nas amostras. As microplacas foram lidas

em 450 nm no espectrofotdmetro de microplacas (Figura 5-B).
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Figura 5 - Analise hormonal do plasma de Podocnemis expansa. Espectrofotdmetro de microplaca (A);
Placas de testosterona e estradiol apos a leitura (B). Fonte: Lopes, T. 2021

3.5.6 Analises do perfil bioquimico

Ap0s a coleta, as amostras foram centrifugadas, o plasma foi transferido para tubos do
tipo eppendorf, e congeladas a -20° C até a execucdo das analises. Para as analises as
amostras foram descongeladas a temperatura ambiente.

As amostras foram submetidas as analises para verificagdo dos teores de proteinas
totais, célcio, colesterol, triglicerideos e glicose (Figura 6). Para avaliacdo de todos os
niveis seéricos foram utilizados kits bioquimicos da marca Labtest® (Labtest Diagndstica
S.A). Emtodos os processamentos foram executados de acordo com manual do fabricante
especifico para cada kit. Para leitura dos valores foi utilizado o Espectrofotdmetro de

microplaca Thermo Scientific ™ Multiskan ™ GO.
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Figura 6 - Analise do perfil biogquimico de tartaruga-da-amazonia. Insercdo da placa na
leitora para leitura dos niveis hormonais (A) Microplacas de andlises bioquimicas:
Célcio (Ca?*), proteina total, colesterol, triglicerideo e glicose; apds as analises (B).
Fonte: SALES, M. 2021

3.5.7 Analises estatisticas

Os dados estdo apresentados como medias, erro padrdo da amostra, minimos e
méaximos, aos quais foram analisados de maneira descritiva usando o pacote estatistico
STATISTICA Statistical Analysis System (SAS v.9.1, Cary, North Carolina, 1999).

Os dados hormonais e bioquimicos foram testados a priori quanto a normalidade pelo
método de Shapiro-Wilk. Apos confirmar auséncia de distribuicdo normal, as médias
eram aplicadas transformacgdes logaritmicas. Aos dados que passaram no teste de
normalidade foram submetidos a testes paramétricos e os dados que ndo passaram apds
transformacao era realizado a analise paramétrica. Teste analise de variancia (ANOVA)
foi usado para identificar diferencas significativas entre as concentragdes/proporcoes de
hormonios por periodo reprodutivo. Os possiveis efeitos do tamanho sobre os niveis
hormonais, bem como sobre o perfil bioquimico foram examinados por meio da analise
de covariancia (ANCOVA). Analises de regressbes lineares foram utilizadas para
verificar as relacdes entre os niveis de horménios esteroides e os teores de lipidios. Em

todos os casos, foi considerado que o nivel de significancia aceito sera de 5% (p<0,05).
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3.6 RESULTADOS

Foram analisados valores médios, desvio padrdo, mimos e maximos dos niveis
plasméaticos dos horménios de estradiol e testosterona e a sua relagdo; bem como
constituintes bioquimicos tais como: colesterol, triglicerideos, glicose, proteinas totais,
calcio, sodio e potassio durante quatro momentos (vitelogénese, acasalamento,
assoalhamento e desova) do ciclo reprodutivo de P. expansa. Na tabela 3.3 verificamos
as médias dos dados coletados para fémeas durante o ciclo reprodutivo. Assim também,
as médias encontradas ao longo do ciclo reprodutivo para os reprodutores estdo descritas
na tabela 3.4. Analisamos se havia varia¢Oes significativas em todos constituintes

plasmaticos analisados ao longo da temporada reprodutiva para ambos 0s sexos.
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Tabela 3.2 — Média, desvio padréo (DP) e valores minimo (Min.) e maximo (Méax.) de niveis plasmaticos de: esteroides (estradiol e testosterona), relagdo E2:T, colesterol, triglicerideos,
glicose, proteinas totais (PT), célcio, sodio e potassio coletados durante o periodo reprodutivo de fémeas em cativeiro.

Periodo Estradiol (pg/ml) Testosterona (pg/ml) E2:T Colesterol (mg/dL) Triglicerideos (mg/dL)
reprodutivo N MédiaxDP Min-Ma&x N MédiaxDP Min-Max N MédiatDP Min-Ma&x N  MédiaxDP Min-Max N MédiaxDP Min-Max
Vitelogénese 14 634,1+686,0a 120,3-2755,3 20 1663,1+96,4 1405,5-1796,5 12 0,2+0,2a 0,1-06 19 66,3*21,4ab 24,0-109,4 20 112,0#63,1ab  17,4-269,6
Acasalamento 20 213,6+157,2b  15,9-535,8 18 2295,6+1437,0 617,1-52058 20 0,1+0,1b 0,0-0,3 20 722+242a 41,6-128,1 20 133,6x77,4a 7,5-272,7

Assoalhamento 20 531,3x769,1a 29,1-3540,6 20 2471,8+1656,4 738,0-6415,7 19 0,2+0,1a 0,0-05 20 58,8+29,6ab  19-120,8 21 845+875ab  17,5-323,3

Desova 25 266,6+4784b  9,7-2510,3 24 2346,3+1122,3 499,7-4283,8 24 0,1+00b 0,0-0,1 25 512+239b  15,0-107,8 26 72,3+67,4b 9,7-306,6

Periodo Glicose (mg/dL) PT (g/dL) Célcio (mg/dL) Sodio (mEqg/L) Potéassio (mEg/L)
reprodutivo N MédiatDP Min-Max N MédiatDP Min-Max N MédiatDP Min-Max N  MédiatDP Min-Max N MédiatDP Min-Max
Vitelogénese 19 119,9+28,0a  74,2-166,4 20 4,1+0,2 ¢ 3,5-4,4 20 8,1+17 4599 19 117,9+11,1a 100,0-137 20 3,4-0,5 2,7-4,3
Acasalamento 20 110,5+27,5a  61,2-168,7 20  4,4+0,2bc 4,2-4,7 19 9,0+0,6 7,7-10,2 17 107,2+12 ab 87-127 20 2,9-0,8 1,4-4,4

Assoalhamento 21 84,3199 b 57,2-119.6 20  4,6+09b 3,6-6,6 19 7,8+15 53-11,0 19 99,9+149b 77-120 18 3,0+0,8 1,7-4,4
Desova 26 124,3+295a  64,1-168,8 26 5,7¢0,8 a 3,7-6,8 24 8,0+1,7 46114 25 111-126a 80-134 25 3,240,7 2,0-4,7

*|etras diferentes na coluna P<0,05

Tabela 3.3 - Média, desvio padrdo (DP) e valores minimo (Min.) e maximo (Max.) de niveis plasmaéticos de: esteroides (estradiol e testosterona), relacdo E2:T, colesterol, triglicerideos, glicose, proteinas
totais (PT), calcio, sédio e potéssio coletados durante o periodo reprodutivo de machos em cativeiro.

Periodo Estradiol (pg/ml) Testosterona (pg/ml) E2:T Colesterol (mg/dL) Triglicerideos (mg/dL)
reprodutivo Média+DP Min-Max N Média+DP Min-Max N MédiatDP Min-Max N MédiatDP Min-Max N  MédiatDP Min-Max
Vitelogénese 19 834,6+707,7a 192,5-2322,0 19 6519,2+8766,4 1189,1-30757,3 18  0,3+0,5 0,0-16 20 45,3+11,3 15,1-67,7 20 28,2+14,5b 8-32,6

Acasalamento 16 272,2+195,8b 2,6-540,2 15 9197,148655,6 1236,5-30153,1 16  0,1+0,3 0,0-1,1 19 37,2+11 21,1-60,1 20 43,7+21,4b  17,3-98,4

Assoalhamento 20 793,6+7,169a 50,0+2383,0 19 6137,7+4104,1 809,2-14198,1 19 0,3+0,6 0,0-1,7 19 39,8+12,6 155-76,7 19 41,4+213b  11,5-90,4
Desova 19 311,6%3559b 3,6-1305,0 20 6645,745261,6 1267,7-20483,0 19  0,1+0,2 0,0-09 19 38,1+12,6 17,1-716 18 66,7+29,1a 16,9-110,7

Periodo Glicose (mg/dL) PT (g/dL) Célcio (mg/dL) Sodio (mEqg/L) Potassio (mEg/L)
reprodutivo N Média+DP Min-Méax N MédiatDP Min-Méax N MédiatDP Min-Max N MédiazDP Min-Max N  MédiatDP Min-Max
Vitelogénese 20 147,2+245a 91,5-178,1 19 4,010,1 ¢ 3,7-4,2 19 8,2+1,1ab 57-9,6 20 129,4+16,3 a 108-178 20 3,8+0,6 a 2,6-5

Acasalamento 19  108+37,7 b 51,4-1753 20 4,2+,02 b 3,9-45 20 8,6+0,5a 7,596 19 100,2+16 b 69-132 20 2,3#0,6b 1,1-3,6
Assoalhamento 20  111,1+27,7 b 49,4-148,3 19 4,1+0,2 bc 3,7-4,5 19 7,4£15b 5-9,8 19 115,3+29,4 ab 72-180 18 3,6+0,8a 5,0-18
Desova 19 1149-316D 55,9-159,2 19 6,0£0,3 a 5,3-6,4 17 86+1,2a 6,7-105 19 115,7+23,8ab 67-176 19 2,840,8b 1,7-4,6

*|etras diferentes na coluna P<0,05
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Niveis dos horménios esteroides reprodutivos

No geral, em machos a concentracéo de testosterona circulante (T) € 3,2 vezes maior
que nas fémeas (p<0,0001). Por outro lado, os niveis de estradiol (E2) foram similares
entre os dois sexos. Considerando a variagdo de tamanho das fémeas no plantel
reprodutivo (16,5-45 Kg) e machos (3,06-12 Kg), foi realizado um teste estatistico por
meio de um modelo linear generalizado usando os dados de E2 os meses de coleta e 0
peso. A ANCOVA revelou que o peso ndo afeta a variacdo nos niveis de E> em fémeas
(F=2,96; gl=1; p=0,089). Ainda assim, houve diferencas significativas entre os meses de
coleta para fémeas (F= 4,32; p=0,007). Na fase de vitelogénese, os niveis sdo elevados,
aos quais decaem no acasalamento e voltam a subir no assoalhamento, da mesma
maneiram diminuem na desova (Teste de Tukey=0,007). Quando realizado o teste de
ANCOVA para machos, o efeito do peso também nao interferiu na variacdo dos niveis de
E> (F=0,54; gl=1; p= 0,39). Assim também ha variacdo dos niveis de E durante os
periodos de coleta (F= 5,86; p=0,001). No periodo de vitelogénese os niveis de estradiol
estdo altos, aos quais decaem durante o acasalamento (Figura 7), tornam a ter um aumento
durante de assoalhamento e os valores diminuem novamente no periodo da desova (Teste
de Tukey, p=0,001).
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*|etras pequenas correspondem analise estatistica pelo teste de Tukey, letras diferentes P<0,05.

Figura 7 - Niveis de estradiol ao longo do ciclo reprodutivo para fémeas (A)
e machos (B) de P. expansa criadas em cativeiro durante o ciclo reprodutivo:
vitelogénese (Vitelog), acasalamento (Acasal.), assoalhamento (Assoal.) e
desova.

Em relacdo aos niveis de T em fémeas, quando realizado teste de ANCOVA, o
tamanho dos animais ndo apresenta efeito sobre a variacdo de T em fémeas (F=0,000;
gl=1; p=0,99). Assim também ndo ha variacdes de teores de T (F=0,56; p=0,64) ao longo
do ciclo reprodutivo. Assim também, para reprodutores o peso afeta a variagdo dos niveis
de T (F=0,95; gl=1; p=0,33). E também ndo foram estatisticamente diferentes entre os
meses de coleta (F=0,61; p=0,60).

Os resultados da ANCOVA para relagéo E>: T mostrou que o peso afeta a variacéo da
relacdo E>:T em fémeas (F=7,87; gl=1; p=0,006). Apesar dos niveis dos hormonios
androgenos ndo apresentarem variancias ao decorrer do periodo reprodutivo, na relacdo

E.:T foi possivel verificar diferenca significativa ao longo do ciclo reprodutivo feminino
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(F=13,25; p=0,000001). Durante a vitelogénese ha pico da relacdo, a medida que ocorre
a fase do acasalamento ha uma reducdo significativa na relacdo (teste de Tukey,
p=0,000001), durante o assoalhamento os niveis voltam a subir novamente tendo um novo
declinio no momento da desova (Figura 9). Enquanto que nos machos, tanto no peso
(F=0,11; gl=1; p=0,73), quanto no periodo de coleta (F=1,53; p=0,21) ndo houve

variagdes nos teores de E2:T.
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Figura 8 - Niveis da relacdo estradiol:testosterona ao longo do ciclo
reprodutivo para fémeas (A) e machos (B) de P. expansa criadas em cativeiro
durante o ciclo reprodutivo: vitelogénese (Vitelog), acasalamento (Acasal.),
assoalhamento (Assoal.) e desova.

3.6.1 Perfil bioquimico do plasma

Considerando todos os periodos de coleta, as fémeas apresentavam maiores

concentracOes de triglicerideos (p<0,001) e colesterol total (p<0,001) que nos machos.
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Os resultados das variaveis bioquimicas, para fémeas quando avaliado pelo teste
ANCOVA, foi verificado que a variacédo do colesterol ¢ afetada pelo peso (F=5,82; gl=1;
p=0,01). Quando levado em conta o periodo reprodutivo de coleta, os niveis de colesterol
também apresentaram variacdo (F=2,74; p=0,04). No periodo vitelogénico ndo h&
variacdes nos niveis (Figura 9), porém ha aumento durante o periodo do acasalamento,
logo apds a fase de assoalhamento ocorre queda nos teores de colesterol (Teste de Tukey,
p=0,04). Nos machos, 0 peso ndo afeta significativamente os niveis de colesterol (F=0,32;
gl=1;p=0,56). Assim como, é possivel verificar que os niveis de colesterol ndo sdo
estatisticamente diferentes nos periodos de coleta (F=1,85; p=0,14).
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Figura 9 — Niveis de colesterol ao longo do ciclo reprodutivo para fémeas
(A) e machos (B) de P. expansa criados em cativeiro durante o ciclo
reprodutivo: vitelogénese (Vitelog), acasalamento (Acasal.), assoalhamento
(Assoal.) e desova.
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Em relacdo aos niveis de triglicerideos, em fémeas o peso também demonstrou
afetar o triglicerideo pelo teste ANCOVA (F=7,61; gl=1; p=0,007). Ao longo do periodo
reprodutivo, encontramos também variacdo (F=2,78; p=0,04). As varia¢fes assemelham-
se ao colesterol, durante a fase da vitelogénese ndo houve flutua¢@es nos niveis, tendo um
leve crescimento na fase do acasalamento, sendo também que apds o assoalhamento ha
queda nos niveis até a desova (Figura 10-A), atingindo seus menores teores ao longo do
ciclo (teste de Tukey, p=0,04). Os niveis de triglicerideos nos machos nédo sdo afetados
pelo tamanho do animal (F=0,91; gl=1; p=0,34). Mesmo assim, foram encontradas
diferencas significativas ao decurso do periodo reprodutivo (F=8,96; p=0,00004). Na
etapa da vitelogénse os niveis sdo baixos, e a partir do acasalamento 0s niveis comegcam
a crescer (Figura 10-B), tendo seu apice na fase da desova (Teste de Tukey, p=0,00001).
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Figura 10 - Niveis de triglicerideos ao longo do ciclo reprodutivo para de P.
expansa de fémeas (A) e machos (B) criados em cativeiro durante o ciclo
reprodutivo: vitelogénese (Vitelog), acasalamento (Acasal.), assoalhamento
(Assoal.) e desova.
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Quanto aos teores de glicose, em ambos 0s sexos 0 peso ndo influi nos niveis séricos
(F=0,48; gl=1; p=0,49); (F=0,32; gl=1; p=0,57). Todavia, foram estatisticamente
diferentes entre os meses de coleta para fémeas (F=9,87; p= 0,00001) e machos (F=6,27;
p=0,0007). Nas fémeas, durante o vitelogénese e acasalamento ndo ha alteracdes nos
niveis, mas na etapa do assoalhamento ha uma reducao significativa nos niveis (teste de
Tukey, p= 0,00001) e tornam-se elevados novamente durante a fase de ovopostura
(desova) (Figura 11-A). Nos machos, a fase da vitelogénese corresponde aos niveis mais
elevados de glicose (teste de Tukey, p= 0,0007), com quedas significativas na copula
atingindo seus menores niveis ndo variando ao longo dos demais ciclos reprodutivos
(Figura 11-B).
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Figura 11 - Niveis de glicose ao longo do ciclo reprodutivo para fémeas (A)
e machos (B) de P. expansa criada em cativeiro durante o ciclo reprodutivo:
vitelogénese (Vitelog), acasalamento (Acasal.), assoalhamento (Assoal.) e
desova.
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Tanto nas fémeas quanto nos machos, o tamanho dos animais ndo tem efeito sobre a
variacdo de valores de proteina total (F=1,57; gl=1; p=0,21); (F=1,56; gl=1;p=0,21).
Assim como para ambos 0s sexos ha variacdes de teores de proteina total ao longo do
ciclo reprodutivo (F=18,63; p=0,00000); (F=25,54; p=0,0000). A variacdo ao longo do
periodo reprodutivo é bem semelhante em machos e fémeas. E possivel verificar que na
etapa da vitelogénese os niveis sdo menores, sendo que logo apds a etapa do acasalamento
ha& um crescimento nos teores para fémeas e redugdo para 0s machos, sendo seguido, para
ambos o0s sexos Tukey (p=0,0000), na etapa da desova uma elevacdo expressiva dos
niveis proteicos (Figura 12).
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Figura 12 - Niveis de proteina total ao longo do ciclo reprodutivo para
fémeas (A) e machos (B) de P. expansa criados em cativeiro durante o ciclo
reprodutivo: vitelogénese (Vitelog), acasalamento (Acasal.), assoalhamento
(Assoal.) e desova.
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Quando avaliados, os niveis de célcio (Ca?*) em fémeas e machos nio foram afetados
pelo tamanho dos animais (F=0,12; gl=1; p=0,72); (F=0,10; gl=1; p=0,75). Nas fémeas
ndo ha variacdes nas concentragbes plasmaticas de calcio (Ca?") durante a temporada
reprodutivas (F= 2,24; p=0,09). Quanto aos teores de Ca?* nos reprodutores foram
encontradas diferengas significativas entre os periodos (F=4,32; p=0,007). Apds a
vitelogénese, ha um crescimento na fase de acasalamento, por outro lado, 0s niveis
decaem significativamente na fase de assoalhamento (teste de Tukey, p=0,007) e logo

apos a desova retornam a aumentar (Figura 13).
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Figural3 - Niveis de célcio ao longo do ciclo reprodutivo para fémeas (A) e
machos (B) de P. expansa criados em cativeiro durante o ciclo reprodutivo:
vitelogénese (Vitelog), acasalamento (Acasal.), assoalhamento (Assoal.) e
desova.
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Os valores de sodio (Na*), em fémeas, ndo sao afetados pelo tamanho dos individuos
(F=0,86; gl=1; p=0,35). Mas, variam ao longo do periodo reprodutivo (F= 6,59;
p=0,00051), ao qual depois da fase vitelogénica hd uma queda nos teores de sddio
atingindo seus menores niveis na fase de assoalhamento, ocorrendo novamente entdo um
crescimento na fase de desova, as demais fase se mantiveram iguais estatisticamente
(Teste de Tukey, p=0,00051) (Figura 14-A). Embora que, nos machos os niveis de sddio
sdo afetados pelo tamanho dos animais (F=4,77; gl=1; p=0,6). Da mesma forma, foi
possivel verificar diferencas significativas ao longo do ciclo reprodutivo dos machos
(F=5,63; p=0,0001). Apds o vitelogénese ha uma queda consideravel nos niveis de sodio
(Teste de Tukey, p=0,0004); todavia os demais periodos ndo apresentaram diferencas
significativas (Figura 14-B).
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Figura 14 - Niveis de sodio ao longo do ciclo reprodutivo para fémeas (A) e machos (B) de P. expansa criados em
cativeiro durante o ciclo reprodutivo: vitelogénese (Vitelog), acasalamento (Acasal.), assoalhamento (Assoal.) e
desova.

De tal forma que os niveis de potassio (K™), nas fémeas e nos machos, ndo sao afetados
significativamente pelo peso (F=0,28; gl=1; p=0,59), da mesma maneira, para fémeas,
ndo possui variacdo conforme o periodo de coleta (F=1,96; p= 0,14) enquanto que, para
os machos houve efeito significativo nos niveis de K* (F=18,60; p=0,0000). Visto que
depois da vitelogénese, ocorre uma reducéo significativa durante o acasalamento (teste
de Tukey, p=0,0000), tendo posteriormente 0s niveis crescentes na fase de assoalhamento

e ao qual decaem novamente na desova (Figura 15).
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Figura 15 - Niveis de potéssio ao longo do ciclo reprodutivo para machos de
P. expansa criadas em cativeiro durante o ciclo reprodutivo: vitelogénese
(Vitelog), acasalamento (Acasal.), assoalhamento (Assoal.) e desova.

3.6.2 Relacéo entre hormdnios esteroides e lipidios plasmaticos

Para os teores de lipidios foi verificado a relagdo com niveis de esteroides analisados
neste estudo. Os niveis de colesterol estdo positivamente associados a relagdo E2:T
(F=4,69; p= 0,004) (Figura 13-A); bem como ¢ afetado pelo estado reprodutivo ao qual
se encontra (F=2,74; p=,05). Os teores de triglicerideos também estdo significativamente
associados a relacdo E2:T (F=5,44; p=,022) (Figura 13-B), bem como ¢ afetado pelo
estado reprodutivo (F=2,78; p=0,05). Os niveis de lipidios circulantes estdo
significativamente associados a relagcdo E2:T em fémeas (Wilks=,091; F=3,30; p=0,04).
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Figura 16 — Relacdo entre niveis de colesterol (A) e triglicerideos (B) com a relacéo estradiol:testosterona
(E2:T) de fémeas de P. expansa, Iranduba, Amazonas.
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3.7 DISCUSSAO

3.7.1 Niveis dos hormonios esteroides reprodutivos

A amostragem e analise de hormonios esteroides no plasma ao longo de uma
temporada reprodutiva pode ser um recurso valioso para manejo de tartarugas em
cativeiro e de vida livre, permitindo-lhes compreender e potencialmente prever
parametros reprodutivos especificos dentro de uma populagdo (CURRYLOW etal., 2013;
HAMANN et al., 2005; KUCHLING, 1999).

Os dois principais hormdnios sexuais ao qual regulam a reproducéo séo o estradiol e a
testosterona. Esses hormonios sdo produzidos por meio de transformacdes enzimaticas
do colesterol, ao qual pode ser retirado da corrente sanguinea (NORRIS; LOPEZ, 2011).
Quando ocorre mudancgas nesses niveis hormonais esteroidais, ha um desencadeamento
de respostas fisioldgicas e comportamentais tais como a desova, vitelogénese, com a
formacdo de gametas, acasalamento e outros (OWENS, 1997).

Nas fémeas, as analises plasmaticas de E; apresentaram diferencas relevantes durante
os diferentes estados reprodutivos estudados, com picos na vitelogénese e na fase de
assoalhamento. Em contrapartida, Freneau et al. (2017) detectou em seu estudo para
mesma espécie (P. expansa) um aumento de estradiol nos meses de julho e maio,
correspondente ao periodo vitelogénico e inicio das chuvas, apresentando deste modo
uma tendéncia de ciclicidade.

As concentracBes elevadas de estradiol em répteis estd tipicamente associado ao
desenvolvimento ovariano e a vitelogénese (NORRIS; LOPEZ, 2011). Quando se
aproxima do periodo da nidificacdo ou antes do acasalamento, os niveis circulantes
decaem presumindo que a vitelogénese esteja completa (ROSTAL et al., 2001). Neste
estudo, observamos resultados semelhantes, uma vez que o mesmo periodo corresponde
a maior média dos niveis de E> (ver tabela 3.3). Freneau et al. (2017) também verificou
altos niveis de E2 na fase vitelogénica (P. expansa), porém esta etapa ocorria no més de
maio. Os padrdes de secrecdo hormonal em fémeas sdo altamente susceptiveis a variacoes
entre as espécies e suas populacdes, podendo ou ndo estabelecer uma relagdo consistente
com ciclo ovariano (KUCHLING, 1999; NORRIS; LOPEZ, 2011; OWENS, 1997).

Podendo observar entdo que a vitelogénese na espécie é estrogeno-dependente, onde o
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desenvolvimento ovariano e a vitelogénese estdo tipicamente associadas (NORRIS;
LOPEZ, 2011).

Em vista disso, o E> tem papéis fisiol6gicos e comportamentais em quel6nios que
estejam maduros reprodutivamente e também quando associado com outras técnicas, é
usado para determinar a condicdo reprodutiva do animal (OWENS, 1997). Na sua
maioria, as fémeas de tartarugas apresentam ciclos reprodutivos anuais, mas existem
excecOes e a reproducdo ndo anual € uma ocorréncia normal em algumas espécies ou
populagdes. Como por exemplo, a tartaruga de dgua doce da familia Podocnemididae
Erymnochelys madagascariensis, que possui ciclo reprodutivo bienal, informagdes
baseadas em estudo apos a avaliacdo completa de ovarios e oviduto de carcacgas recém-
abatidas (KUCHLING, 1993) e em ultrassom e dados endoscopicos: ao qual verificaram
que durante a estagéo reprodutiva cerca de 50% das fémeas adultas de vida livre apenas
estavam reprodutivamente ativas.

Nos machos, os niveis de E; encontrados neste estudo apresentaram seus maiores
niveis no vitelogénese e no momento do assoalhamento. Niveis elevados de E> em
machos de répteis, normalmente sdo associados a atuacdo nas fungdes testiculares, uma
vez que Ez induz a regressdo dos testiculos. Assim como os andrégenos regulam as
atividades espermatogénicas, 0s estrogenos tém papel inibidor para formacdo de novos
gametas masculinos (KUCHLING, 1999; NORRIS; LOPEZ, 2011). Em seu estudo Gist
et al. (2007) observou que receptores de estrogénio estdo localizados em células de leydig
regulando as fungdes testiculares na tartaruga T. scripta.

As concentracfes de T nas fémeas ndo variaram conforme os estados reprodutivos,
entretanto os valores encontrados (ver tabela 3.3) sdo relativamente altos quando
comparados com valores de alguns estudos com tartarugas marinhas e até mesmo de agua
doce que habitam zonas temperados, onde estacfes climaticas sdo bem definidas
(KOLANDAIVELOO et al., 2020; MCPHERSON et al., 1982; MENDONCA,; LICHT,
1986; VALENTE etal., 2011). Nas fémeas a T € sintetizada pelos ovarios, ao qual cumpre
uma fungéo importante como precursora do principal horménio feminino: o estrégeno e
também esta ligada ao crescimento folicular (BLANVILLAIN; OWENS; KUCHLING,
2011). Neste estudo verificamos um aumento na média de T, assim também Rostal et al.
(1997) verificaram em seu estudo que os niveis de T sdo baixos antes do acasalamento e
depois tendem a subir. Allman et al. (2019) ao estudar perfis hormonais de esteroides no
plasma durante o ano, em Gopherus polyphemus também verificou um pico de T um

pouco antes da fase de acasalamento (setembro) para as fémeas. Hamann et al. (2002)
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também relata que a presenca de andrdgenos teria possivelmente o papel de desencadear
a estimulacéo da receptividade feminina e comportamento de cortejo.

Na natureza normalmente, os machos e fémeas de P. expansa migram ao iniciar o
periodo da seca (que pode variar conforme o ciclo hidrolégico da regido) (FERRARA et
al., 2017). Em cativeiro, apesar de ndo migrarem, acabam acompanhando os mesmos
eventos reprodutivos correspondentes (GARCEZ, 2009). Nesse contexto, a testosterona
tem papel importante pois quando ha um aumento significativo nos niveis de andrégeno
hé& estimulacdo para migracdo para as praias de desova (OWENS, 1997).

A testosterona nos machos estudados ndo variou conforme periodo reprodutivo,
obtendo maior média na fase de acasalamento. Ao avaliar a sazonalidade do ciclo
reprodutivo de L. kempi, Rostal et al. (1998) observaram que 0s maiores niveis de
testosterona em machos permaneciam altos até a época de acasalamento. Os resultados
de Viana et al. (2014) indicaram que o perfil hormonal de testosterona foi associado a
estacdo de acasalamento e a maior atividade espermatogénica ocorreu durante na estacao
chuvosa (K. scorpioides). Os androgenos, nos machos, regulam diferencialmente a
espermatogénese, dependendo do estado reprodutivo dos testiculos. Além de promover a
diferenciacdo e maturacdo testicular, o andrégeno atua como substrato para a producéo
de estrégeno, participa do feedback regulatério negativo de esteroides no hipotalamo
(ARITRO et al., 2014).

O grau de desenvolvimento e a duragdo formacdo de gametas podem diferir
substancialmente entre as diferentes espécies de queldnios e mesmo entre as populagdes
de uma espécie em diferentes zonas climaticas. Em individuos de zonas temperadas, o
ciclo espermatogénico geralmente apresenta um padrdo béasico e sdo semelhantes
(NORRIS; LOPEZ, 2011). Nas épocas mais frias do ano apresentam até mesmo
quiescéncia germinativa, ao qual o epitélio germinativo da maioria dos quel6nios
permanece regressivo e inativo. Nos répteis tropicais, a espermatogénese pode ser
continua, mas até 0 momento a espermatogénese continua nao foi demonstrada para
nenhum queldnio (KUCHLING, 1999). A atividade reprodutiva em tartarugas, que vivem
em zonas tropicais, costuma ser menos sazonal do que as tartarugas que habitam nas
demais zonas. Assim como ha estacfes secas e chuvosas bem definidas, a umidade,
luminosidade e a temperatura podem se tornar um fator que afete a sazonalidade dos
ciclos reprodutivos (BLANVILLAIN; OWENS; KUCHLING, 2011).

Geralmente as fémeas possuem baixos niveis de testosterona e elevados niveis de E»

em relagdo aos machos. Em nosso estudo, a relacdo Ex:T mostrou-se variar
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significativamente em relacdo aos periodos reprodutivos em fémeas. O maior nivel de
relacdo encontrado é na fase de vitelogénese (0,25+0,15). Ao estudar niveis hormonais
em individuos de Terrapene carolina carolina, observou-se um valor inferior durante
comportamento sexual ao qual foi encontrado uma relacdo E>:T de 0,13 (RIA)
(CURRYLOW et al., 2013). Stzbilen e Kasca (2018) encontraram para fémeas durante a
desova um valor semelhante ao relatado em nosso estudo (0,1), com relacdo E2: T de 0,04
(RIA). Valores encontrados para tartaruga asiatica, Batagur borneoensis mensurados no
periodo ndo reprodutivo apresentaram uma relacdo bem superior (6,35) aos descritos
neste estudo (ELISA). Em estudos com quelénios em cativeiro, é importante considerar
e fornecer detalhes de onde os animais se originaram e por quanto tempo eles foram
mantidos em cativeiro antes do inicio do estudo, pois até mesmo animais mantidos em
cativeiro ha anos podem reagir a pequenas mudancas no manejo, afetando o estado de
reproducdo (KUCHLING, 1999).

3.7.2 Perfil bioquimico do plasma

No presente estudo verificamos as concentra¢@es dos constituintes bioquimicos do
plasma (colesterol, triglicerideos, glicose, proteina total, calcio, sodio e potassio) e suas
relacbes com os eventos reprodutivos de machos e fémeas de tartaruga da amazonia.
Existem poucos estudos que avaliaram as variagdes dos constituintes bioquimicos
sanguineos de P. expansa aos quais contribuem para valores de referéncia para animais
em cativeiro (MARTINEZ et al., 2007; SANTOS et al., 2005).

Os valores medios de colesterol encontrados em fémeas foram de 61,4+25,80 mg/dL,
Em todos os periodos dos ciclo reprodutivo os valores sdo inferiores aos relatados para a
mesma espécie em fémeas criadas em zooldgico, na Venezuela, aos quais descrevem
teores de 97,25+27,62 mg/dL (SANTOS et al., 2005). Duggan e Callard (2003)
observaram em seu estudo em C. picta, uma espécie de agua doce, que fémeas ao
receberam doses de estradiol tiveram seus niveis de colesterol reduzidos (71,82+31,57
mg/dL). Tais diferencas entre individuos da mesma espécie podem ser resultantes de
mudancas sazonais nos parametros sanguineos, ambiente, tipo de alimentagdo e idade.
Apesar dos baixos teores de colesterol quando comparados com o estudo de Santos et al.
(2005), foi possivel verificar nas fémeas diferenca significativa durante os estados
reprodutivos, com seus maiores teores no plasma nas fases da vitelogénese e até o

acasalamento. Quando ocorre a a¢do do estradiol na vitelogénese, podemos observar uma
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elevacdo nos niveis de colesterol e triglicerideos no organismo. A maioria das espécies,
preferencialmente, usa o colesterol LDL como um precursor para a sintese de esteroides
ovarianos (GRUMMER; CARROLL, 1988). Além disso, é presumivelmente durante a
copula e as fases iniciais de desova quando a transferéncia de lipidios e proteinas para 0s
foliculos ovarianos é finalizada (NORRIS; LOPEZ, 2011). Mesmo assim, Sozbilen e
Kasca (2018) em seu estudo na Turquia, relataram niveis de colesterol e triglicerideos
significativamente maiores nas fémeas em nidificagao.

Nos machos os valores de colesterol sdo menores ainda com 42,72+20,42 mg/dL,
comparados com as fémeas. N&o ha valores relatados para machos de P. expansa, e ndo
apresentaram variacgdes, assim também como no estudo em C. picta que ndo apresentaram
alteragdes significativas nos teores de colesterol quando submetidos a certas dosagens
hormonais, mesmo considerando que o colesterol € precursor de estrogenos (DUGGAN;
CALLARD, 2003).

Quanto aos teores triglicérides, as fémeas apresentaram valores médios de 98,5+76,7
mg/dL. Pereira (2015) descreve para animais de criatério comercial (C. carbonaria) teores
superiores para as fémeas, relatando valores medios de 159,00 mg/dL. Assim como para
colesterol, os teores de triglicerideos sdo maiores significativamente na vitelogénese e
acasalamento em fémeas. Corroborando com informacdes sobre o papel importante nos
processos vitelogénico (KUCHLING, 1993).

A concentracdo média de triglicerideos foi de 44,5+25,6 mg/dL nos machos. Estes
valores caracterizam-se como inferiores quando comparados aos obtidos na maior parte
dos estudos envolvendo quel6nios marinhos (BOLTEN; BJOMDAL, 1992; SOZBILEN;
KASKA, 2018; SWIMMER, 2000). Também houve variacdo sazonal nos niveis em
machos, com a fase da desova atingindo o0s maiores niveis. Assim como a
hipertrigliciremia estd associada a processos reprodutivos, quando individuos estdo
sexualmente inativos ou malnutridos resulta-se em animais com hipotrigliciremia
(MARTINEZ-SILVESTRE; LAVIN; CUENCA, 2013).

Os valores médios da glicose, para fémeas, foram de 110,3£30,5 mg/dL. Estas médias
assemelham-se as encontradas por Santos et al. (2005) (P. expansa) 122,90 £35,19 mg/dL
e superior ao estabelecido por Oliveira et al. (2013) (K. escorpioides) 50,84+21,3 mg/dL
em estudo comparando animais jovens e adultos.

Quanto a variacao plasmatica nos diferentes estados reprodutivos em fémeas, apenas
a fase do assoalhamento observou-se queda nos niveis plasmaticos. Em vertebrados, os

glicidios sdo um dos principais combustiveis utilizados pelo organismo para a realizacéo
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dos trabalhos biologicos (LUTZ; MUSICK, 1997), aos quais 0s niveis se mantiveram em
equilibrio durante os principais eventos reprodutivos (acasalamento, vitelogénese e
desova) neste estudo.

Os teores de glicose observados no presente estudo para machos (120,5+34,19 mg/dL)
também sdo compativeis com os dados de literatura (entre 60 e 120 mg/dL) (MARTINEZ-
SILVESTRE; LAVIN; CUENCA, 2013). O periodo de vitelogénese, em machos, variou
significativamente em comparacdo com os demais periodos. Em répteis, variacfes de
glicose no sangue podem ocorrer devido a alteragdes na taxa metabdlica, alteracdes
fisioldgicas e fatores ambientais (KUNZE et al., 2020). A glicemia de répteis sadios varia
de acordo com a espécie, o estado nutricional, as condi¢cbes ambientais, estresse e
condigdes fisiologicas (OLIVEIRA et al., 2013). Assim como o aumento de niveis de
glicose, pode ser resultado da utilizacdo da glicose anaerdbia em quel6nios de dgua doce
(Trachemys scripta e Chrysemys picta) que permanecem em mergulhos prolongados
(MARTINEZ-SILVESTRE; LAVIN; CUENCA, 2013). Uma vez que, o cortisol é um
hormdnio hiperglicémico; ou seja, pode causar elevacdo dos niveis de glicose plasmatica,
que fornece energia para escapar ou enfrentar uma situacdo adversa (FONSECA et al.,
2020).

A concentracdo média de PT em fémeas foi de 4,8+0,9 g/dL, valor semelhante ao
obtido por Santos et al. (2005) (4,43+0,55 g/dL) também para espécie P. expansa criada
em cativeiro. Em machos os valores médios foram de 4,5+0,9 g/dL, Estes valores estdo
préximos com Martinez et al. (2007) relatos para machos de P. expansa (3,75+0,79 g/dL).

Neste estudo, observou-se que houve elevacdes drasticas nos niveis séricos de PT na
fase da desova em ambos o0s sexos. O aumento de proteinas totais pode ser resultado por
crescimento de albumina e/ou de globulinas. Esses aumentos sdo causados por dois
motivos principais: desidratacdo e doencas inflamatdrias. Assim como também é
esperado que haja alteracbes nos niveis durante as atividades ovarianas
(BLANVILLAIN; OWENS; KUCHLING, 2011; MARTINEZ-SILVESTRE; LAVIN;
CUENCA, 2013). Em contrapartida, Oliveira et al. (2013) relata em seu estudo que as
concentragBes de proteina plasmatica ndo se modificam durante os periodos de coleta,
mesmo em animais com restri¢cdo alimentar, indicando que as tartarugas retiveram seus
processos bioldgicos essenciais por meio das reservas hepaticas de glicogénio e lipidios.

O nivel medio de célcio relatado neste estudo para fémeas de P. expansa foi de

(8,2£1,5 mg/dL), ao qual esta dentro do intervalo considerado normal para répteis (8 e 11
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mg/dL). Souza et al. (2005) encontrou valores referéncias inferiores aos observados neste
estudo (7,08+1,04 mg/dL).

Apesar das fémeas ndo apresentarem variagOes significativas, durante os estados
reprodutivos, as médias apresentam uma tendéncia de crescimento entre as fases de
vitelogénese e acasalamento (9,0+0,6 mg/dL). Fémeas em periodo reprodutivo
apresentam uma elevacdo fisiologica dos niveis de calcio no sangue, mobilizados
juntamente com a vitelogenina para deposi¢do de gema. Em L. kempi, 0s niveis de célcio
no plasma aumentaram duas vezes mais no periodo pds-desova até o momento do
acasalamento (ROSTAL et al. 1998). Desta maneira, as concentracdes de calcio tém sido
usadas como indicador no processo de vitelogénese em repteis (NORRIS; LOPEZ, 2011).
Assim como também, Rostal et al. (2001) verificaram que ndo ha varia¢do nos niveis de
calcio durante a desova (D. coriacea), evidenciando ainda mais que a vitelogénese esta
completa antes da chegada da fémea na praia de nidificagéo.

Resultados dos niveis de célcio deste estudo em machos (8,2+1,5 mg/dL) também séo
semelhantes aos descritos para espécie por Martinez et al. (2007) (9,18+1,55) mg/dL e
superiores aos relatos em algumas espécies marinhas (SOZBILEN; KASKA, 2018;
SWIMMER, 2000). Em contrapartida, foi possivel verificar flutuagcdes sazonais de Ca em
machos, onde durante de assoalhamento e deambulacdo atingiu valores minimos de
7,4+1,5 mg/dL. Quando as concentracdes de calcio sdo inferiores a 8,0mg/dL sdo sinais
de hipocalcemia. Essa situacdo pode acontecer quando existem deficiéncias nutricionais
na alimentagio ofertada (MARTINEZ-SILVESTRE; LAVIN; CUENCA, 2013).

Os valores de Na* em fémeas variaram entre 77 e 137 mEqg/L, obtendo a média de
109,2+14,0 mEqg/L, tais valores sdo menores comparados aos encontrados na literatura
para mesma espécie (134,78+3,64 mEg/L) (SANTOS et al., 2005). Apo6s a absorcao
intestinal de sddio, ha transporte de Na* para os rins, dependendo das necessidades ele é
excretado ou reabsorvido (CAMPBELL, 2006). Foi possivel observar variacoes de Na*
ao longo do ciclo reprodutivo feminino, com picos nas fases de vitelogénese, ocorrendo
posteriormente uma queda nos teores e subindo na fase de desova. Parte deste mineral
encontra-se no esqueleto em forma insoluvel, e a maior parte é encontrada nos fluidos
extracelulares. Tais variacbes ocorrem, pois, tartarugas de agua doce apresentam 0s
mesmos problemas na regulacdo ibnica que peixes dulcicolas e anfibios, que sdo
controladas por suas membranas corporais, regulando a composi¢do dos fluidos.
(DUNSON, 1967).
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Nos machos as concentracdes médias de Na* foram de 115,3+24 mEqg/L, estando estes
dados inferiores aos relatos de Martinez et al. (2013) em média para avaliagcdes em répteis
aos quais oscilam em niveis normais de 120 a 170 mEg/L. Houve varia¢cdes também para
0s machos ao longo do periodo reprodutivo, com a diminuicdo dos niveis na fase
acasalamento. Ha variacdes fisiologicas nos niveis de sddio quando os animais passam
pelo estado migratorio, apesar de ndo haver migracdo em cativeiro é possivel observar
um deslocamento maior nos tanques que 0s animais estdo alocados (GARCEZ, 2009;
MARTINEZ-SILVESTRE; LAVIN; CUENCA, 2013). Mensuracdes de sodio sio Uteis
na avaliacdo do equilibrio hidroeletrolitico e &cido-base.

Os valores médios de K* encontrados neste trabalho em fémeas foram de 3,1+0,7
mMEQ/L, esses resultados sdo inferiores aos encontrados para fémeas de zooldgico para
mesma espécie (MARTINEZ et al., 2007). Em fémeas os niveis de K*se mantiveram sem
variagdes ao longo da estacdo reprodutiva, em vertebrados as concentracdes de K*
normalmente estdo ligadas a processos neuromusculares (CAMPBELL, 2006).

Os niveis de K™ em machos, no presente estudo, foram de 3,1+0,9 mEg/L. Tais valores
estdo de acordo aos valores descritos normalmente para quelonios (2 a 6 mEqg/L)
(MARTINEZ-SILVESTRE; LAVIN; CUENCA, 2013). Nos machos, foi possivel
verificar flutuacdes sazonais durante o periodo reprodutivo, com queda nos teores na fase
de acasalamento assim como para o Na*. A diminuicdo da ingestdo de alimentos pode
acarretar a queda nos teores K no plasma, o que pode explicar os baixos niveis de K
durante esta fase (DEEM et al., 2009).

3.7.3 Relacdes entre hormonios esteroides e lipidios plasmaticos

Este é o primeiro estudo no qual os lipidios foram analisados durante as principais
fases do ciclo reprodutivo anual de P. expansa: vitelogénese, acasalamento,
assoalhamento e desova. Os lipidios sdo componentes essenciais para 0 metabolismo de
queldnios, principalmente o colesterol sendo este precursor de esteroides.

Altas concentragdes lipidicas sdo fundamentais para formagéo de foliculos ovarianos
e seu desenvolvimento. Por isso, o estudo dos lipidios durante a fase vitelogénica € téo
relevante afim de compreender os eventos reprodutivos em uma determinada espécie. Ao
estudarem os lipidios e proteinas transportadoras de lipidios em tartarugas de dgua doce

(C. picta), Duggan e Callard (2003) observaram que 0s mecanismos para mobilizacéo e
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transporte de lipidios sdo regulados de forma coordenada por esteroides ovarianos,
principalmente estradiol.

Com base nessas informacoes, estabelecemos andlises de regressdo baseada nas
concentracdes lipidicas e na relagdo E2:T. Sendo assim, foi possivel verificar uma relagdo
positiva com niveis de triglicerideos e colesterol neste estudo, corroborando assim com
resultados da literatura.

Grummer e Carrol (1988) apresentaram um modelo para explicar como insercéo de
lipidios na dieta pode interferir na sintese ovariana de esteroide. Acreditavam na
possibilidade de dietas com altas concentragfes lipidicas, pudessem alterar o nivel do
principal substrato, possivelmente o colesterol durante a fase vitelogénica.

Da mesma maneira podemos ressaltar a importancia destes processos para 0
desenvolvimento embrionario uma vez que, tal como ocorre com a vitelogenina, 0s
triglicerideos sdo absorvidos em grandes quantidades pelos foliculos ovarianos, o
tornando um componente importante na composicéo do vitelo. Segundo Thompson et al.
(1999), os lipidios constituem 31,4% da massa seca do ovo da tartaruga de agua doce
australiana (Emydura macquarii). Enquanto que a concentracdo de lipidios totais
presentes no vitelo residual da tartaruga-da-amazonia varia de 90 a 360 mg (DUNCAN
etal., 2012).

122



3.8 CONCLUSOES

Os valores encontrados de estradiol em fémeas variaram estatisticamente ao longo dos
estados reprodutivos. Assim também, variaram nos machos ao quais apresentaram
maiores niveis na fase vitelogénica.

N&o houve diferencas significativas entre os teores de testosterona nos periodos
reprodutivos para machos e fémeas.

Observou-se que a relagdo E2:T em fémeas apresenta variagdo conforme o estado
reprodutivo, tendo com maior média o periodo vitelogénico.

Dentre os parametros bioquimicos, os teores de colesterol e triglicerideos, em fémeas,
tiveram suas maiores médias entre a fase vitelogénica e acasalamento, apresentando
variagdes ao longo do ciclo reprodutivo. Enquanto que nos machos, apenas houve
variagOes durante o estado reprodutivo para triglicerideos, aumentando na etapa desova.

Os valores encontrados para de glicose para fémeas também variam ao longo dos
estados reprodutivos. A fase de assoalhamento mostra uma queda nos teores, indicando
que estes animais possam se manter de jejum. Como também h& variacdo para 0s
reprodutores, em vista que h4 um aumento no estado vitelogénico.

Houve também alteracGes significativas ao longo do periodo do ciclo reprodutivo, nos
niveis de proteina total em fémeas e machos. Que de maneira semelhante apresentaram
maiores teores na fase da desova em ambos 0s sexos.

Diferencas significativas nos niveis de calcio em fémeas ndo foram observadas, em
contraste com os resultados encontrados para machos, que apresentaram variagoes, tendo
menores niveis na etapa de assoalhamento.

AlteracOes nos niveis de sddio foram encontradas em fémeas durante as diferentes
etapas do ciclo reprodutivo, visto que ha niveis elevados na fase vitelogénica e uma
reducdo até a fase de assoalhamento. Posto que, nos machos, ocorrem também variacGes
conforme o estado reprodutivo, mas a reducdo acontece na etapa de acasalamento. Assim
como variou os niveis de potassio.

Os niveis de lipidios circulantes estdo significantemente associados positivamente a
relagdo E2:T em fémeas.

Os resultados obtidos neste estudo podem contribuir para um melhor entendimento
dos parametros hormonais e bioquimicos de machos e fémeas de Podocnemis expansa.
Visto que poderdo subsidiar outros estudos com fins de inducdo de desova e melhor

gestdo de manejo em cativeiro.
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