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RESUMO

Ovos de queldnios sdo acometidos por microrganismos de diversas origens, que, aliados a
fatores ambientais e qualidade do ninho, podem reduzir a taxa de eclosdo e o nimero de filhotes
nascidos, e impactar a conservacao das espécies. Além disso, microrganismos patogénicos
podem causar problemas de saude publica, visto que ovos de queldnios sdo iguarias na Regido
Amazonica. Levando em conta a importancia dessa microbiota, objetivou-se isolar e identificar
microrganismos em ovos e possiveis meios de contaminacdo do ambiente de ovos de
Podocnemis expansa e P. unifilis. Foram utilizadas amostras de muco cloacal, ovos, areia de
ninho natural e areia de chocadeira de 26 animais, além de dados alométricos das matrizes e
caracteristicas dos ninhos, de criatorio comercial autorizado e de ambiente natural de praia
protegida. Ainda, realizou-se um experimento de tempo de prateleira de ovos de P. expansa
submetidos a quatro tratamentos (T1:Areia; T2: Controle; T3: Perdxido de hidrogénio; T4: Luz
UV), por um periodo de 60 dias. Foram isoladas 1.045 col6nias de bactérias, das quais 575
identificadas pertencem a 15 géneros. As mais frequentes em P. expansa foram Pseudomonas
sp. (8,29%), Klebsiella sp. (6,6%) e Citrobacter freundii (5,08%); em P. unifilis foram
Escherichia coli (10,35%), C. freundii (10,13%), Proteus sp. e S. marcescens (5,51%). No
criatdrio, apresentaram frequéncia predominante E. coli, Shigella sp. e Morganella sp. (2,01%),
Proteus vulgaris (1,53%), enquanto em ambiente natural, C. freundii (6,89%), Pseudomonas
sp. (4,78%), S. marcescens (4,69%). A diversidade dos géneros foi influenciada por espécie,
ambiente, periodo de coleta e tipo de amostra, assim como houve maior frequéncia de bactérias
em P. expansa, ambiente natural, ovos e amostras da desova, porém havendo similaridade estre
as enterobactérias identificadas em ambas as espécies e ambientes. A analise alométrica e das
caracteristicas dos ninhos indicou que a viabilidade dos ovos estd mais relacionada as
caracteristicas do ninho e ao clima, afetando o tempo de incubacdo, do que a quantidade e
diversidade de bactérias na cloaca das matrizes, nos ninhos ou nos ovos. No tempo de prateleira
os tratamentos T1(Areia) e T4 (Luz UV) apresentaram melhores resultados quanto a
contaminacdo por coliformes, meséfilos e Staphylococcus aureus nas cascas dos ovos, com
periodos de armazenamento de 7 dias até 15 dias com menor contaminagdo, que aumentou
significativamente em 30 dias, além de melhor manutenc¢édo do peso do ovo no T1. Mais estudos
de viabilidade e meios de desinfeccdo e armazenamento adaptados e aplicaveis a ovos de

quelbnios, podem subsidiar acdes de conservagdo das espécies e de saude publica.

Palavras-chave: Tartaruga-da-Amazonia, tracaja, enterobactérias, microbiologia, viabilidade.



ABSTRACT

Chelonian eggs are affected by microorganisms of different origins, which, combined with
environmental factors and nest quality, can reduce the hatching rate and the number of
hatchlings, and impact the conservation of the species. In addition, pathogenic microorganisms
can cause public health problems, since freshwater turtle eggs are delicacies in the Amazon
region. Taking into account the importance of this microbiota, the objective was to isolate and
identify microorganisms in eggs and possible means of contamination of the environment of
eggs of Podocnemis expansa and P. unifilis. Samples of cloacal mucus, eggs, natural nest sand
and incubator sand from 26 animals were used, in addition to allometric data from the matrices
and characteristics of the nests, from authorized commercial breeding and from the natural
environment of a protected beach. Also, an experiment was carried out on the shelf life of P.
expansa eggs submitted to four treatments (T1: Sand; T2: Control; T3: Hydrogen peroxide; T4:
UV light), for a period of 60 days. A total of 1,045 bacterial colonies were isolated, of which
575 identified belong to 15 genera. The most frequent in P. expansa were Pseudomonas sp.
(8.29%), Klebsiella sp. (6.6%) and Citrobacter freundii (5.08%); in P. unifilis were Escherichia
coli (10.35%), C. freundii (10.13%), Proteus sp. and Serratia marcescens (5.51%). In the
breeding center, E. coli, Shigella sp. and Morganella sp. (2.01%), Proteus vulgaris (1.53%),
while in the wild, C. freundii (6.89%), Pseudomonas sp. (4.78%), S. marcescens (4.69%). The
diversity of the genera was influenced by species, environment, collection period and type of
sample, as well as there was a higher frequency of bacteria in P. expansa, natural environment,
eggs and spawning samples, although there was similarity between the enterobacteria identified
in both species and environments. Allometric and nest characteristics analysis indicated that
egg viability is more related to nest and climatic characteristics, that affect incubation time, than
the amount and diversity of bacteria in the cloaca of matrices, in the nests or in the eggs. In
terms of shelf life, treatments T1 (Sand) and T4 (UV Light) showed better results regarding
contamination by coliforms, mesophiles and Staphylococcus aureus in eggshells, with storage
periods from 7 days to 15 days with less contamination, which increased significantly in 30
days, in addition to better egg weight maintenance at T1. More studies about egg viability and
disinfection and storage methods adaptable and applicable to chelonian eggs, can subsidize

species conservation and public health actions.

Keywords: Amazon river turtle, yellow spotted river turtle, enterobacteria, microbiology,

viability.



1 INTRODUCAO

A exploracdo de queldnios e seus ovos faz parte da cultura dos povos da Amazénia,
como fonte de renda e alimentacdo. Entretanto, o uso desordenado e irracional de adultos e de
0vos como recurso alimentar, gera intensa pressdo e vém acarretando diminuicdo de muitas
populacOes dessas espécies outrora abundantes na Amazonia (PANTOJA-LIMA et al., 2014
ANDRADE et al., 2022). As espécies da familia Podocnemididae foram e continuam sendo as
mais consumidas, devido ao maior tamanho, a abundancia e a captura relativamente facil,
principalmente nos locais de reproducéo e alimentacdo (SMITH, 1979). As principais ameacas
as populacdes desses queldnios sdo a sobrexploracdo de adultos e juvenis, e ovos para venda
em mercados, bem como a predacdo dos ninhos (ovos e filhotes) por predadores naturais
(VOGT, 2008).

A tartaruga-da-Amazonia (Podocnemis expansa) € encontrada na bacia Amazonica,
desde o leste dos Andes até a bacia do Orinoco, tendo ocorréncia natural no estado do
Amazonas no Brasil (FERRARA et al., 2017). A espécie é de alto valor comercial, pois trata-
se de iguaria muito apreciada na regido Norte do pais. Desta forma, tanto o animal quanto os
seus ovos sdo predados em grande escala durante o periodo de desova, sendo facilmente
capturados nas praias de nidificacdo (LACAVA,; BALESTRA, 2019).

O tracaja (Podocnemis unifilis) é encontrado na Amazoénia brasileira vivendo nos rios
e lagos, dificilmente migrando aos tabuleiros (praias de desova) de desova no periodo de
estiagem (ANDRADE, 2012). Os produtos e subprodutos do tracaja (carne e ovos) possuem
boa aceitacdo e sdo bastante consumidos e comercializados por ribeirinhos, de forma legal e
ilegal na regido Amazonica, até os dias atuais (ATAIDES et al., 2010; PANTOJA-LIMA,
2012).

O ovo € uma estrutura bioldgica altamente elaborada, utilizada por algumas espécies
animais para a reproducdo, com papel de proteger e suprir o embrido de nutrientes, porém para
isto deve ter mantida sua integridade e higidez (ARAUJO; ALBINO, 2011). O ovo pode
corresponder a um meio propicio para o crescimento de microrganismos, tendo como fatores
elementares a temperatura e a umidade, podendo influenciar diretamente na sua qualidade.
Diversos microrganismos podem contribuir para a contaminacdo dos ovos, como bactérias,
bolores e leveduras. A contaminacao dos ovos também pode ter origem durante a sua formacao,
durante a passagem pela cloaca ou pelo contato com as fezes no recinto, e continua,

posteriormente, pelo contato com o meio externo (SALLE; MORAES, 2009).



Os microrganismos podem colonizar 0s ovos ap6s a postura, podendo determinar
alteracdes fisicas e quimicas nos ovos, entre 0s principais microrganismos que colonizam
ovos, estdo os fungos e as bactérias (SA et al., 2015). Geralmente, 0os microrganismos que
ocorrem em cada animal estdo relacionados a dieta e ao habitat (BRIONES, 2004). O ovo
pode estar mais susceptivel a contaminagdo através da deposi¢édo de sujidades em sua casca.
Dentre os diversos fatores que podem influenciar na penetracdo bacteriana no ovo esta a
porosidade, a qualidade da cuticula, a presenca de rachadura e trincas e a espessura da casca
(ANDRADE et al., 2011).

Os ovos de queldnios sdo acometidos por microrganismos, que podem ter diversas
origens, relacionadas ao seu habitat, alimentacdo e composicdo da sua microbiota natural. No
entanto, ha a incidéncia de microrganismos patogénicos que podem estar presentes em maior
ou menor escala, resultando em um alimento com potencial contaminante. Levando-se em conta
a alta demanda por ovos de quelbnios para alimenta¢do na regido Amazonica (ANDRADE et
al., 2022), esse tipo de consumo também pode contribuir para a contaminacao dessa populacédo
através dos microrganismos causadores de doencas encontrados na forma in natura de recurso
(EVANGELISTA SOBRINHO et al., 2020).

Considerando a importancia dessa microbiota, objetivou-se isolar e identificar
microrganismos presentes nos ovos e possiveis meios de contaminagdo do ambiente de ovos,
caracteristicas dos ninhos e das matrizes de P. expansa e P. unifilis, bem como analisar método

de tempo de prateleira e higienizacdo dos ovos de P. expansa.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Isolar e identificar bactérias em ovos de P. expansa e P. unifilis e possiveis meios

de contaminacédo na natureza e em cativeiro.

2.2 Objetivos especificos

Identificar e caracterizar bactérias presentes nos ovos na natureza e em cativeiro;

e Identificar e caracterizar bactérias presentes nos meios de contato aos ovos de P. expansa
e P. unifilis no periodo da desova e eclosdo na natureza e em cativeiro;

e Verificar a presenca de bactérias com capacidade deteriorante aos ovos e potencial

patogénico na natureza e em cativeiro.

e Realizar testes de higienizacao e tempo de prateleira dos ovos de P. expansa.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Queldnios — Classificacéo, Biologia e Ecologia

Os quelbnios existem, aproximadamente, desde o Jurassico (250 milhdes de anos)
até hoje. Durante o fim do Cretaceo e o comeco do Paleoceno, os répteis sofreram extingao
em massa, foi quando muitas tartarugas de diversas familias foram extintas. No Cretaceo,
0 género Podocnemis existia na América do Norte. Durante o Cretaceo superior e o Eoceno
s&o0 encontrados fdsseis desse género na Europa e Africa. Hoje, esse género existe em
Madagascar (Africa) e na América do Sul, indicando ser bastante antigo (ALHO,
CARVALHO; PADUA, 1979).

Os quelbnios sdo conhecidos como tartarugas, cdgados ou jabutis, e na Amazénia
como bichosde casco, pertencem a ordem Testudines ou Chelonia. O termo Testudines é
frequentemente usado para todas as espécies de tartarugas. Existem aproximadamente 336
especies de queldnios, classificados em 14 familias e agrupadas em duas subordens:
Cryptodira e Pleurodira (POUGH et al., 1998; RHODINet al., 2021).

Os representantes da ordem Testudines sdo ectotérmicos, tém o corpo protegido por
um casco 6sseo, apresentam cranio anapsido (LEGLER, 1993; ROSSI, 2006). O casco se
divide em duas partes, carapaca é a parte dorsal e plastréo é a parte ventral (POUGH et al.,
2003), séo desprovidos de dentes e na parte rostral do cranio possuem bico cérneo formando
uma superficie trituradora (KELLNER; SCHWANKE, 2001). Além disso, possuem
palpebras, lingua ndo extensivel, pescogo geralmente retratil e com oito vértebras, membros
basicamente pentadactilos e vivem em regides tropicais e temperadas (ORR, 1999).

A subordem Pleurodira (pleuro = lado, dire = pescoco) retrai a cabeca, curvando o
pescoco lateralmente, ja Cryptodira (crypto = escondido) retrai a cabeca para dentro do
casco, curvando o pescogo na forma de um “S” vertical (POUGH et al.,1998).

No territério nacional ocorrem 39 espécies de queldnios, incluindo 32 espécies de
agua doce, cinco espécies marinhas e duas terrestres (LACAVA; BALESTRA, 2019). A
Amazonia brasileira possui 21 espécies, sendo 19 aquaticas e duas terrestres (VOGT, 2008;
RHODIN et al., 2021; IVERSON, 2022), com as mais encontradas pertencentes a familia
Podocnemididae: a tartaruga-da-Amazonia, o tracaja, o iaca ou pitit (P. sextuberculata), a
irapuca ou calalumé (P. erythrocephala), e o cabecudo (Peltocephalus dumerilianus).
Sendo encontrados também outros quel6nios como o jabuti (Chelonoidis carbonarios e C.

denticulata), matamata (Chelus fimbriatus), mucuéd (Kinosternon scorpioides), a perema



(Rhinoclemmys punctularia), jabuti-machado (Platemys platycephala) e lald ou cagado
(Phrynops nasutus), entre outros (IVERSON, 2022).

Possuem importante papel no ecossistema como dispersores de sementes € como
base de cadeias alimentares como presas para outros répteis, mamiferos, aves e peixes
(MOLL; JANSEN, 1995; LIU et al., 2004; VOGT, 2008). Possuem longo ciclo de vida e
atingem a maturidade sexual tardiamente, a reproducéo é realizada por ovos, que Sao postos
em ninhos cavados (BULL, 1980; VOGT,2008).

Desde o periodo pré-colonial os queldnios de dgua doce vém sendo utilizados como
fonte de alimento para populagdes humanas sul-americanas (THORBJARNARSON,;
PEREZ; ESCALONA, 1993; ESCALONA; FA, 1998).

Os queldnios sd@o animais silvestres amazonicos que durante séculos, tém sido
intensamente explorados para comércio e consumo humano entre outras finalidades,
principalmente as espécies P. expansa e P.unifilis, tornando essas espécies as mais
importantes historicamente no aspecto econdmico e social (MITTERMEIER, 1978;
SMITH, 1979;CHAVES et al., 2021;ANDRADE et al., 2022).

3.2 Podocnemis expansa (SCHWEIGGER, 1812)

Figura 1 -Podocnemis expansa (Tartaruga-da-Amazonia) macho adulto (Iranduba, Amazonas, Brasil)
Fonte: Meireles Lima, B. (2019)



A familia Podocnemidae possui o representante considerado como maior quel6nio de
agua doce, conhecido popularmente como tartaruga-da-Amazonia, espécie entrada na bacia
Amazonica, desde o leste dos Andes até a bacia do Orinoco (VOGT, 2008).

A tartaruga-da-Amazonia é abundante nos rios, sendo encontrada em lagos e florestas
alagadas. No periodo da cheia procura ambientes de florestas alagadas para alimentacéo,
geralmente baseada em frutos e sementes. No periodo da seca, 0s adultos migram em busca de
areas para reproducdo e desova, como os tabuleiros (RUEDA-ALMONACID et al.,2007;
VOGT, 2008; FERRARA et al.,2017).

Ela apresenta carapaca achatada mais larga na regido posterior, possui coloragéo
marrom, cinza ou verde-oliva. Fémeas adultas possuem a coloragdo da cabeca marrom escura,
pois sofrem de variacdo ontogenética e os jovens e machos adultos apresentam manchas
amarelas na cabeca (VOGT, 2008; FERRARA et al.,2017).

O macho da tartaruga-da-Amazonia denomina-se comumente por capitari, sendo
aproximadamente duas vezes menor em tamanho do que a fémea e possui cauda mais comprida
que a da fémea (VOGT, 2008). Segundo Smith (1979) é o maior quel6nio de agua doce da
América do Sul, podendo atingir 75 a 107 cm de comprimento, com média de 91+22,68 cm
(LIMA, 1967; MOLINA; ROCHA, 1996), por 50 a 75 cm de largura, pesando cerca de 65 kg
de peso vivo (SMITH, 1979; VOGT, 2008). O alimento preferido das tartarugas adultas sao os
frutos de igapd, crustaceos, macrofitas aquaticas e peixes, que variam conforme os meses do
ano, devido sua disponibilidade em diferentes cenarios lacustres (RUEDA-ALMONACID et
al., 2007).

A época de reproducdo no baixo Amazonas e adjacéncias vai de setembro a dezembro,
periodo em que a tartaruga deposita em média de 60 a 100 ovos arredondados com casca fina
e branca, em um ninho de 44 a 56 cm de profundidade, espalhando areia para cobri-los e
camuflar o local (ALMEIDA, 2007). O periodo embrionario do ovo da tartaruga é de cerca de
45 dias, e os filhotes permanecem no fundo da cova até completarem 60 dias, prazo da absorcéao
total da bolsa do vitelo, implantada no plastrdo. A incubagdo natural gera em média 85% dos
ovos, desde que estejam em equilibrio de umidade e temperatura (OLIVEIRA et al., 2021).

Essa espécie € considerada como de baixo risco/dependente de conservacdo (LC) na
lista vermelha da International Union for Conservation of Nature (IUCN, 2022) e categorizada
como criticamente ameacada na regido Amazonica, segundo o Tortoise & Freshwater Turtle
Specialist (TFTSG) (RHODIN et al., 2021). A tartaruga-da-Amazdnia corresponde a recurso
faunistico muito importante para as populacdes da regido Amazonica, com seus produtos e

subprodutos utilizados como alimento ha séculos na regido (CHAVES et al., 2021).



Com a Lei de Protecdo & Fauna (Lei N° 5.197/67), que proibe a captura e a
comercializacdo de animais silvestres da fauna brasileira oriundos de vida livre, surgiram novas
alternativas, como a criagdo comercial legalizada, (ANDRADE et al., 2021; ANDRADE, 2008;
SA et al., 2004) e visa desestimular a captura ilegal de animais de populag@es selvagens e
proteger as areas de desova com a oferta de produtos e subprodutos de animais cativos (LIMA,
2000).

Por apresentar elevado potencial para exploracdo zootécnica, sua criacdo comercial
em sistema intensivo foi legalizada pela Portaria n°® 142, de 30 de dezembro de 1992, do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e,
atualmente, pela Instru¢cdo Normativa IBAMA n° 7, de 30 de abril de 2015 (BRASIL, 2015),
que inicia com filhotes provenientes da natureza de areas protegidas pelo IBAMA, em sistema
de ranching. Hoje, a maioria dos criadores registrados ja produzem seus proprios filhotes em
cativeiro, com o ciclo de producdo completo ocorrendo nas fazendas de quelonicultura
(ANDRADE et al., 2021).

Dessa maneira, pode contribuir para a reducdo da pressao sobre os animais de vida
livre, além de oferecer alternativas econdmicas para a utilizacdo sustentavel e racional dos
recursos da fauna (LUZ, 2003).

3.3 Podocnemis unifilis (TROSCHEL, 1848)

E conhecido popularmente como tracaja (fémea) e Zé prego (macho), sendo a espécie
mais comum do género Podocnemis (VOGT, 2008). Segundo Pritchard e Trebbau (1984) e
Iverson (1992), esta espécie pode ser encontrada nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco e

seus afluentes, no Norte da América do Sul.



Figura 2 - Podocnemis unifilis (Tracaja) filhote (Terra Santa, Pard, Brasil)
Fonte: Meireles Lima, B. (2019)

Essa espécie ocorre em rios de gua preta, clara e branca bem como em lagos, igapos
e reservatorios. Quanto a alimentacdo, é predominantemente herbivora, ingerindo macrofitas
aquaticas como aguapés e gramineas, € em algumas ocasides, moluscos e frutos que caem
durante a estacdo chuvosa (VOGT, 2008). Assim como as demais espécies do género Podocnemis,
ocorre a migracao para 0s rios principais no periodo de estiagem para areas de reproducdo e
desova (RUEDA-ALMONACID et al.,2007).

Possui a carapaca convexa e oval de cor cinza escura quando molhada, marrom ou
preta. Nos machos e juvenis a cabeca apresenta manchas amarelas, porém as fémeas quando
adultas perdem a pigmentagdo das manchas, apresentando coloragdo marrom escura na cabeca
(VOGT, 2008; FERRARA et al.,2017). Além disso, apresenta as patas curtas e cobertas com
pele rugosa, cabeca achatada e conica, de pequeno tamanho em relacdo ao corpo e olhos unidos,
separados por um sulco. As fémeas sdo maiores que 0s machos, medem de 35 a 50 cm de
comprimento de carapaca e podem pesar até 12 kg (SOINI, 1995), com média de 8 kg, enquanto
0s machos medem de 25 a 39 cm (PRITCHARD; TREBBAU, 1984; VOGT, 2008).

A fémeade P. unifilis ndo forma agregacdes de nidificacao, e desova em praias arenosas,
barrancos as margens dos rios e lagos, e outra grande variedade de substratos (RUEDA-
ALMONACID et al., 2007; ANDRADE, 2008 e 2012). Estudos realizados por Haller e



Rodrigues (2006), em ninhos de P. unifilis da Reserva Bioldgica do rio Trombetas-PA, Brasil,
demonstraram que as covas sao de aproximadamente 17 cm de profundidade, apresentando uma
média de 19 ovos por ninho. Os ovos sdo compridos, com casca grossa e dura, peso variando
de 7 a 27 g e com periodo de incubacdo entre 58 a 66 dias. Muitas fémeas desovam duas vezes
por temporada, com intervalos observados de 9 e 10 dias. O nimero e o tamanho dos ovos
diminuem com o avanco da temporada de desova. Os ovos possuem uma taxa de infertilidade
de até 70% ao final da desova. A desova ocorre principalmente a noite, dependendo do local,
nos meses de junho a agosto, no oeste do Amazonas; de setembro a outubro no Baixo
Amazonas; e em novembro no rio Negro e afluentes (ANDRADE, 2012). Os filhotes nascem
com meédia 40,5 mm de comprimento da carapaca e cerca 14 g de peso (GARCEZ, 2009;
OLIVEIRA et al., 2021).

O status de conservacdo dessa espécie na lista vermelha segundo a IUCN é de espécie
vulneravel (IUCN, 2022). Na regido Amazonica segundo o TFTSG é considerada ameagada
(RHODIN et al., 2021).

A criacdo comercial em sistema intensivo de tracaja, assim como tartaruga-da-
Amazonia, foi legalizada pelo IBAMA, através da mesma Portaria n® 142/1992, substituida pela
na IN n° 7/2015 (ANDRADE et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2021). Essa espécie possui uma
melhor adaptacéo a criagdo em sistema intensivo (REIS,1994), devido a algumas vantagens,
como a elevada taxa de reproducdo em cativeiro, boa adaptacdo a alimentacao de origem animal
e vegetal fornecida (ACOSTA et al., 1995). E considerada, assim, uma espécie com grande
potencial de exploracdo de forma legal.

3.4 Consumo de queldnios

Em 1863, o naturalista inglés Henry Bates relatou a abundancia de quel6nios nos rios
amazonicos, destacando a espécie P. expansa como muito comum até o final do seculo 19
(KEMENES; PANTOJA-LIMA, 2006; FIORI e SANTOS, 2013). Além disso, Henry Bates
afirmou que na época eram colhidos, anualmente, nos rios Solimdes e Madeira,
aproximadamente 48 milhdes de ovos dessa espécie, os quais eram utilizados, em grande parte,
para a extracdo de gordura a ser empregada na iluminacdo publica, abastecendo os postes nas
ruas das cidades (KEMENES; PANTOJA-LIMA, 2006; ANDRADE, 2017).

Comunidades ribeirinhas tradicionalmente alimentam-se da carne e ovos de queldnios,
ressaltando ainda que os ovos também sdo comercializados (BRITO et al., 2016). O consumo

de P. expansa e seus ovos € uma pratica historica e cultural, desenvolvida pelos ribeirinhos da
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regido Amazonica (SMITH, 1979; PANTOJA-LIMA et al., 2014; CHARITY e FERREIRA,
2020). O consumo dos ovos é sazonal, restringe-se ao periodo de desova (VAILTON et al.,
2018). O arabu, abuné ou aratu é um prato bastante consumido em areas ribeirinhas da regido
Amaz0nica, consiste em uma mistura cremosa de ovos crus (comumente ovos de tracaja,
tartaruga-da-Amazonia e iacga) e farinha de mandioca, formando um “pirdo”, podendo ter a
adicdo de acUcar ou sal.

Além da importancia cultural, ovos de quel6nios sdo fontes de nutrientes. Analises
bromatoldgicas de iaca e tracaja resultaram em médias de 17,7 g e 16,5 g de proteina bruta, 11
g e 11,6 g de minerais e 10,8 e 12,4 g de lipideos a cada 100 g de ovos dessas espécies,
respectivamente. Ademais, ovos de ambas as espécies também sdo importantes fontes de
energia (200 kcal/100 g) (AGUIAR, 1996).

O alto potencial da espécie P. expansa para exploracao comercial, particularmente pelo
grande porte, pela rusticidade e pelo alto valor econémico dos seus produtos e subprodutos
quando comparados aos dos animais domésticos tradicionais, despertou interesse dos
produtores, tornando-a uma das espécies selvagens mais exploradas zootecnicamente (SA et
al., 2004; ANDRADE, 2008; ANDRADE et al., 2021).

A espécie P. expansa, independentemente do tamanho ou da idade, era cagada e
abatida ilegalmente até mesmo em areas de protecdo ambiental, para obtencdo de carne, ovos,
pele, gordura e casco utilizados pela populacéo ribeirinha que, pela falta do dinheiro, as fazem
de moeda, trocando animais vivos por remédios, roupas e outros bens basicos de consumo
(escambo) (BRASIL, 1989; ANDRADE, 2017).

A exploracdo para queldnios menores como o P. unifilis, deu-se a partir do declinio da
P. expansa, tanto para 0 consumo como para a comercializacio ilegal (FACHIN-TERAN et al.,
2003). Entre os anos de 2000 e 2015, 61.623 individuos e 4.626 kg de subprodutos de quel6nios
foram apreendidos pelo IBAMA (LACAVA; BALESTRA, 2019).

Em média, sdo consumidos mais individuos de queldnios por familia em cidades
pequenas, podendo chegar a 6 individuos/familia/més (CHAVES et al., 2021). Somente no
municipio de Tapaua-AM em 2006, estimou-se um consumo de 34 toneladas das espécies P.
expansa, P. unifilis e P. sextuberculata, o que representaria 0 consumo de 477
gramas/pessoa/més (PANTOJA-LIMA et al., 2014). Entretanto, em cidades maiores, as
pessoas tendem a nédo informar o consumo, 0 que pode subestimar a quantidade consumida.
Isso se deve possivelmente pelo maior nimero de 6rgaos ambientais fiscalizadores em cidades
grandes, o que faz com que os consumidores tenham maior cautela em indicar o consumo de
espécies proibidas (CHAVES et al., 2021).
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Para suprir a demanda social e diminuir o consumo e comercializa¢do predatérios e
encontrar alternativas para a legalizacdo do comércio da tartaruga-da-Amazénia foram
publicadas leis como a Portaria n® 142/1992 (BRASIL, 1993) e IN n° 07/2015, bem como pela
a criacdo de programas de conservagdo e manejo e criagdo em cativeiro (IBAMA, 2019;
DANTAS-FILHO et al, 2020; ANDRADE et al., 2021).

3.5 Sistemas de manejo de queldnios

O manejo de espécies da fauna culturalmente exploradas acontece em diversos paises,
com a finalidade de gerar renda e reduzir a pressdo da caga em suas populagdes naturais
(VERDADE, 2004; FREITAS et al., 2019). Animais silvestres podem ser manejados em
diferentes intensidades de exploracdo, desde sistemas extensivos, chamados de harvesting ou
caca seletiva, até a criagdo em cativeiro, chamada de farming, passando por varias formas de
sistemas semi-intensivos com caracteristicas intermediarias entre os extremos, chamados de
ranching (VERDADE, 2004). Esses sistemas diferenciam-se basicamente pelo nimero de
etapas do processo produtivo que se dao em vida livre, visto que todo ciclo de vida do animal
ocorre na natureza no harvesting, totalmente em ciclo fechado (cativeiro) no farming e a etapa
de reproducgéo na natureza e o restante do ciclo em cativeiro no ranching. Atualmente, sdo
legalmente permitidos para quelénios no Brasil, os dois sistemas com etapas em cativeiro
(ANDRADE et al., 2021).

Levantamentos de producdo realizados nos anos 2000 apontam o estado do Amazonas
como o maior criador de quel6nios do pais, representando mais de 80% da producdo em
cativeiro da Amazonia e 70% da producdo nacional (ANDRADE et al., 2021; OLIVEIRA et
al., 2021). Autorizada pelo IBAMA em 1992, a criacdo de queldnios de agua doce na Amazoénia
cresceu 300 % entre 2005 e 2010, e 9 % ao ano entre 2010 e 2015. Em 20 anos de producao,
entre 1999 e 2019, os quelonicultores do Amazonas comercializaram mais de 60 mil animais,
representando mais de 302 toneladas e gerando uma receita de R$6.741.000,00. Os criadores
amazonenses, atualmente em nimero de quase 30 legalizados, conseguiram vender todos seus
lotes de animais, com peso meédio de 5,0 kg a precos de R$ 25 a 40,00/kg peso vivo. Mais de
80% desses produtores, ja realizam reproducdo em cativeiro, passando de sistemas semi-
intensivos para totalmente em ciclo fechado, e de 2002 até 2019, j& produziram mais de 57 mil
filhotes (45.070 de tartarugas e 12.397 de tracajas) (ANDRADE et al., 2021).

Na criacdo comercial de queldonios em cativeiro, as instalagbes precisam atender

requisitos minimos de manejo e infraestrutura, apresentados atualmente pela Instrucao
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Normativa IBAMA n° 007/2015, substituindo o previsto na Portaria IBAMA de n°® 142/92, de
modo a permitir que durante as fases de reproducdo, cria, recria e manutencdo, o ambiente
artificial onde o animal se encontra, apresente caracteristicas aproximadas ao habitat natural, e
promova um crescimento satisfatorio (DANTAS-FILHO et al., 2020). De acordo com a
legislacdo citada, os queldnios para criagdo eram inicialmente obtidos por doag¢des do IBAMA,
que fornecia os animais ao criador registrado, destinando de 4.000 a 4.500 filhotes por hectare
de éarea alagada de cada projeto e dos animais recebidos, 10% deveriam permanecer
reprodutores e matrizes, podendo o restante ser comercializado. Essa estratégia visava
transformar os sistemas de ranching em farming e reduzir a extragdo de animais de vida livre.
Posteriormente, 0s queldnios criados deveriam ser obrigatoriamente provenientes de
reproducdo em cativeiro, ou seja, apenas sistemas de farming sdo permitidos atualmente
(ANDRADE et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2021). A Unica possibilidade de manejo em
ranching, com a reprodugdo dos animais acontecendo in situ, sem intervengéo direta humana,
é em sistemas de manejo e conservacdo comunitarios, permitidos por legislacdo estadual do
Amazonas e Federal do ICMBio (ANDRADE et al., 2021).

Considerando o histérico de exploracdo de queldnios e seus ovos, na perspectiva de
desenvolver diferentes metodologias para a sua recuperacdo, em diversas partes do mundo tém
se incorporado sistemas de base comunitaria para monitoramento de quelénios, buscando
associar a conservacao das espécies com a melhoria da qualidade de vida das populacdes
tradicionais, por meio de abordagens educacionais e conservacionistas ligadas as atividades
geradoras de renda e beneficiamentos indiretos (CAPUTO et al., 2005; FREITAS et al., 2019).
Os projetos de conservagdo comunitaria sdo executados pelos residentes das comunidades,
como trabalho voluntario e envolve a vigilancia de areas protegidas, coleta de dados
reprodutivos e cuidado com os ninhos durante o periodo de incubacgéo para evitar perdas por
inundacéo e depredagdo (CAMILLO et al., 2012).

Programas de conservacédo de quelnios vém sendo desenvolvidos e assessorados por
entidades governamentais e ndo-governamentais, entre eles IBAMA e ICMBIo, Universidade
Federal do Amazonas, Instituto Jurua e Instituto Mamiraua, em tém demonstrado que o esforco
de protecdo mantido, tem gerado tendéncia ao incremento no numero de fémeas desovando e
de filhotes produzidos em cada praia (CAMILLO et al., 2012; FREITAS et al., 2019;
ANDRADE et al., 2022).

Para realizar a conservacdo e 0 manejo das praias de nidificagdo de quel6nios na
Amazonia, o Programa Quel6nios da Amazonia (PQA) do IBAMA, inicialmente desenvolveu

acOes baseadas no conhecimento tradicional dos antigos “capitaes de praia” que, antes de 1967,



13

eram o0s responsaveis locais pela vigilancia desses locais (ANDRADE, 2015). Esses protocolos
passaram por melhorias técnico-cientificas ao longo do tempo, por a¢bes do PQA e do Centro
Nacional de Quelbnios da Amazénia (CENAQUA), servindo de base para 0 monitoramento de
areas de nidificacdo de quelbnios, desde 1979, até a obtencdo de protocolos mais atuais
(BALESTRA et al., 2016). O RAN, do ICMBIo, iniciou em 2011 uma serie de encontros para
aprimorar estes protocolos, incorporando desde entdo, acdes de levantamento populacional,
monitoramento de estoques de queldnios e de dados reprodutivos, de projetos realizados em
areas protegidas. Foram definidas pelo PQA e RAN, em 2014, durante a realizacdo do Plano
de Acdo Nacional para Conservagao de Queldnios (PAN Quelonios Amazonicos), as diretrizes
basicas para manejo conservacionista e monitoramento reprodutivo e populacional de quelénios
amazonicos (BALESTRA et al., 2016).

Em algumas &reas de reproducédo de quelénios na Amaz6nia, além do monitoramento e
da protecdo dos ninhos, existem programas de levantamento populacional de longo prazo, por
meio de Captura-Marcacdo-Recaptura (CMR), estimando dindmica e estrutura populacional
nos rios Jurua, Purus, Solimdes, Japura, Negro, Unini, Uatuma, Andira, Nhamunda, Trombetas,
Tapajos, Iriri, Xingu e Araguaia. Nesses locais, onde existem bancos de dados de séries
historicas de ecologia aplicada, podem ser iniciados experimentos de manejo em médio e longo
prazo (PAN 2019; ANDRADE et al., 2022).

Comunidades ribeirinhas estdo envolvidas nesses locais, participando de alguma forma,
na vigilancia e monitoramento de areas de reproducao de quelénios amazonicos. Considerando
o esforgo, custo e os riscos referentes as atividades realizadas para proteger praias e tabuleiros,
¢ comum nessas comunidades o0 questionamento sobre possibilidades de explorar
economicamente esse recurso, ou que tipo de compensacdo podem receber por sua contribuicao
na manutencdo de servicos ambientais nesses locais (ANDRADE, 2017; ANDRADE et al.,
2022).

Em 2017, surge a possibilidade de manejo comercial comunitario de quel6nios, baseada
nos resultados positivos obtidos ao longo dos anos por todas essas iniciativas (OLIVEIRA et
al., 2021). A partir da publicacdo da Resolucdo CEMAAM n° 25 e da Resolugdo CEMAAM n°
26, ambas de 2017, o estado do Amazonas apresenta critérios para realizacdo de manejo
comunitario de quel6nios em unidades de conservacdo e areas de entorno, utilizando como
unidades de manejo as zonas temporarias de protecdo de queldnios (ZPTQs), atualmente num
total de 265 ZPTQs. Nessas areas de interesse a0 manejo, por meio de um projeto técnico
avaliado, pode ser liberada a coleta de 10% de ovos de tartaruga e 20% de tracaja anualmente,

sem necessidade de separagdo de animais para reproducdo (ANDRADE et al., 2021).
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Em formato similar, é publicada a IN n° 03/2022 do ICMBIo, que estabelece normas
para uso sustentavel em sistema de ranching, para que por meio de coleta de ovos de areas
reconhecidamente envolvidas em programas de conservagdo comunitaria, sejam promovidos
sistemas de cria e recria e cativeiro, podendo gerar produtos (carne, casco, visceras e gordura)
ou comercializacdo de animais para formacéo de plantéis (ICMBIO, 2022). Tanto na legislagédo
estadual como na federal, os ovos coletados s&o entdo transferidos, e os filhotes eclodidos
mantidos em cativeiro até atingirem tamanho minimo para abate, de 1,5 kg para tartaruga e 1
kg para tracaja, sendo o custo de reproducdo em cativeiro substituido pelo custo de a¢cdes de
vigilancia das ZPTQs, por exemplo (CAMILLO et al., 2012; FREITAS et al., 2019;
ANDRADE et al., 2021).

Embora beneficios dos sistemas de conservacdo comunitaria sejam significativos
(ANDRADE et al., 2022), tanto na recuperacdo das populacdes de queldnios exploradas,
quanto para espécies que possuam alguma relacdo direta com esses animais ou com areas
protegidas a conservacdo comunitaria de quelénios ndo gera receita diretamente, o que dificulta
a manutencdo dos projetos em longo prazo e pode desestimular as comunidades envolvidas
(FREITAS et al., 2019). O retorno financeiro, associado a manutencdo da cultura local e
promogdo de seguranga alimentar, visto a excelente qualidade nutricional da carne dos
queldnios (AGUIAR, 1996), pode ser promissor e tornar o manejo comunitario dessas espécies
em uma atividade produtiva de resultados e impactos significativos na economia doméstica dos
manejadores e na conservacdo do ambiente (DANTAS-FILHO et al.,, 2020). Assim, a
possibilidade de manejo comunitario de queldnios para comercializacdo, pode viabilizar a
manutencdo desses projetos, gerando renda para protecdo das espécies (ANDRADE et al.,
2021).

Para manutencdo dos animais em cativeiro, com ciclo fechado ou ndo, consideram-se
como elementos minimos estruturais, as areas de cria, recria e reprodugdo (DANTAS-FILHO
etal., 2020; ANDRADE et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2021), com a subdivisdo de reproducao
sendo dispensada em sistemas comunitarios por serem estes desenvolvidos em Ranching, com
coleta de ovos no meio natural, ndo havendo reproducdo em cativeiro. De modo geral, séo
recomendados tanques de fundo de terra que apresentem profundidades entre 50 cm na parte
mais rasa e 120 cm na mais profunda, com rampas de acesso. A subdivisao das areas segue da
seguinte forma:

e Recinto de Cria ou bercério para os filhotes: instalagdo onde os filhotes vivem durante o
primeiro ano de vida recebendo maior protecdo contra predadores e tém uma alimentagao
especifica para melhor crescimento inicial (DANTAS-FILHO et al., 2020; OLIVEIRA et
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al., 2021). Os filhotes s6 comecam a se alimentar com um més de idade, nutrindo-se de
reserva vitelina que mantém no abdémen ao sairem do ovo durante esse periodo. Conforme
recomendado por Garcez (2009), deve-se oferecer racdo extrusada com 34 % de proteina
bruta. Em geral, sdo construidos de cercas de madeira em barragens, pequenos tanques
escavados, tanques em alvenaria ou tanques-rede. Em média, trabalha-se com uma area de
70-150 m2 para 4.000-4.500 filhotes em bercario de cerca de madeira ou tanque escavado,
ou até 35 animais m3 em tanques-rede (DANTAS-FILHO et al., 2020). E muito importante
a construcdo de rampas (solario) para que os filhotes possam realizar o banho de sol e
comedouro submerso nos bercgarios, podendo estas medidas variar segundo as
circunstancias de disponibilidade, caracteristicas técnica e econémica do material
encontrado no local. Outra recomendacdo importante é fazer uma protecdo com tela de
arame, fio de nylon, rede pesca ou tela tipo sombrite de acordo com o tamanho do recinto e
o que for economicamente mais viavel para o produtor, a fim de evitar o ataque de
predadores aéreos.

Recinto de Recria ou de engorda: instalacdo para onde os animais sao transferidos apos a
saida do bercario. Em geral sdo tanques escavados ou barragens, onde os quel6nios tém
maior espaco disponivel para deslocamentos permitindo um melhor desempenho. Esta
instalag&o serve para animais com idades de 12 a 36 meses, recomendando-se densidade de
até 3 animais/m?, com profundidade méxima de 1,5 m, na parte mais profunda. Em
confinamento, é essencial entender que em cativeiro, dependendo do tipo de manejo
utilizado e da disponibilidade de alimento, a tartaruga pode ter seu crescimento acelerado.
Pode alcancar até 1,5 kg de peso vivo no primeiro ano de cultivo. Portanto, em condicédo de
manejo e alimentacdo adequados, a criagdo serd mais rentdvel (GARCEZ, 2009; DANTAS-
FILHO et al., 2020).

Recinto de Reproducéo: para tartaruga, recomenda-se densidades de ocupacgédo de 1 (um)
individuo/m2 para animais de 3 (trés) a 6 (seis) seis anos de idade ou a partir de 50 cm de
comprimento da carapaca, e acima dessa idade ou tamanho, 01 individuo/2 m2. Ha ainda,
necessidade de confeccionar uma praia de areia, que deve estar localizada na margem mais
ensolarada do recinto, para assoalhamento e desova dos animais. A camada de areia devera
ter uma profundidade minima de 150 cm. Os quel6nios se reproduzem com certa facilidade
em cativeiro, entretanto, a ocorréncia de reproducdo em ambiente artificial em geral indica
sucesso do sistema de producdo (DANTAS-FILHO et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021),

sendo 0s aspectos reprodutivos de importante monitoramento para avaliagdo do manejo.
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Para reproducdo em cativeiro, praias artificiais devem ser feitas com areia fina ou média,
situadas a margem dos tanques, ou ao centro, em forma de ilha (mais dificil manutencéao e
reposicédo da areia perdida pela movimentacdo da agua e dos animais). No caso da tartaruga,
recomenda-se haver 1 m2 de praia para cada matriz em reproducdo, com 1 m de areia acima do
nivel méximo da &gua no tanque (GARCEZ, 2009; BALESTRA et al., 2016). Em criac0es
comerciais do Amazonas, a idade média das primeiras desovas de tartaruga é de 8 anos e de 6
anos para tracaja, com 10 kg e 4 kg respectivamente. O peso médio das matrizes de tartaruga
varia entre 18 a 40 kg e reprodutores pesando entre 2 e 9 kg, que devem estar em razdo sexual
de 1 macho/5 fémeas, para ambas as espécies (GARCEZ, 2009; ANDRADE et al., 2021;
OLIVEIRA et al., 2021).

Independente do sistema de manejo, deve ser realizado o registro dos dados em fichas,
com data da desova, profundidade, distancia e altura do ninho em relacdo ao nivel da agua. Os
ninhos, sobretudo os em praias artificiais, devem ser cercados com tela, para mitigacdo de
predacdo e controle do nascimento dos filhotes, e marcados com uma estaca de madeira com
sua data de postura, provavel data de eclosdo e nimero do ninho. Também devem ser
registradas as causas de perdas de ninhos e ovos, a frequéncia dessas perdas e seu impacto na
producéo total de filhotes (BALESTRA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2021).

3.6 Principais ameacas a sanidade das tartarugas em cativeiro

Mesmo considerando a rusticidade da tartaruga-da-Amazonia em funcéo da incidéncia
de doencas, ha fatores que podem influenciar negativamente a sanidade desse animal criado em
cativeiro, ligados a falhas de manejo, infraestrutura inadequada, deficiéncias nutricionais e
disseminacdo de microrganismos patogénicos. Baixas temperaturas podem influenciar perda de
apetite, presenca de membrana esbranquicada no globo ocular, secrecdo nasal, obstrucdo das
vias respiratorias, quadros de pneumonia ou mesmo a morte dos individuos jovens. A
desidratacdo, inanicdo, asfixia e fotofobia sdo outros sintomas que podem ser identificados
nesses animais. Além disso, a contaminacdo desses animais pode ser apontada no conteido
estomacal e fezes, podendo conter larvas, ovos de nematelmintos e amebas (ANDRADE,
2008).

Lesdes no casco e pele e membros também apontam riscos a sanidade desses animais,
que podem ser relacionadas a incidéncia de bactérias gram-negativas e gram-positivas, como
agentes patdgenos oportunistas que usualmente habitam nessas superficies, no trato digestivo

ou no ambiente de criacdo, causando diversas infec¢Bes. Os sintomas sdo apresentados atraves
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de manchas avermelhadas nos membros, ulceracdes, equimoses, anemia macrocitica,
leucopenia e trombocitopenia podendo resultar em danos aos 6rgaos internos, perda de apetite,
letargia, mais ulceracOes, pele necrosada, paralisia dos membros chegando a septicemia. As
bactérias gram-negativas mais frequentemente encontradas sdo: Pseudomonas, Aeromonas,
Proteus, Serratia, Klebsiella, Escherichia coli; as gram-positivas sdo: Staphylococcus aureus
e Streptococcus b-hemoliticos (ANDRADE et al., 2021).

Em estudo realizado por Farias et. al., (2021) com P. expansa de sistema de cativeiro
do Centro de Estudos dos Quelénios da Amazonia (CEQUA) em Manaus-AM, foram coletadas
amostras de carapacas de animais que apresentaram infeccao aparente (presenca de descamacao
da pele, regides esbranquicadas dos cascos que demonstravam alteracdo na carapaca e feridas)
para identificacdo dos microrganismos. Foram encontrados 83 fungos e 65 bactérias, e
selecionadas 24 espécies mais frequentes de cada para identificacdo que resultaram 15 Bacilos
positivos e 2 negativos e 6 Cocos positivos e 1 negativo e fungos como Aspergiullus sp. O
estudo também abordou testes de susceptibilidade com as bactérias que demonstraram que a
Tetraciclina foi o antimicrobiano com melhor resultado positivo para o combate, inibindo com
maior qualidade o crescimento das bactérias, com maior espectro de acdo. Ja os testes relativos
ao combate dos fungos, nenhum antifungico conseguiu inibir mais de 10 fungos, porém,
indicaram que a rifocina obteve a melhor agéo contra os fungos.

Mesmo guando apenas uma parte do ciclo de vida dos animais ocorra em cativeiro, o
manejo inadequado pode resultar em riscos a sanidade. Em trabalho realizado nos Estados
Unidos por Mullin et al. (2020), constatou-se que 0 programa de recuperacdo das populacgdes
naturais de tartaruga da madeira (Glyptemys insculpta), desenvolvido por 15 anos em sistema
de headstarting, teve sua eficiéncia limitada sobretudo pela acdo de predadores e ocorréncia de

doencgas, principalmente infe¢Ges de casco.

3.7 Microbiota bacteriana: Enterobacteriaceae, fonte, contaminacdo e potencial

patogénico

A Familia Enterobacteriaceae é composta por bactérias Gram-negativas e compreende espécies
como Escherichia coli, Shigella spp., Salmonella spp., Citrobacter spp., Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Morganella spp., Providencia spp. e Yersinia
spp. (NEL et al., 2004). A familia constitue o grupo de bactérias isoladas com maior frequéncia

em amostras clinicas (KONEMAN et al., 2008), sendo frequentemente utilizadas como
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indicadores das condic@es sanitarias no controle da qualidade de agua e alimentos (SOUZA,
2006).

De maneira geral, os microrganismos podem desempenhar papéis muito importantes
nos alimentos, sendo possivel classificad-los em trés grupos distintos: 1) Os causadores de
alteracdes quimicas prejudiciais promovem o que chamamos de “deterioragdo microbiana”, que
resulta em alteracdes de cor, odor, sabor, textura e aspecto do alimento. Essas alteracdes sdo
consequéncia da atividade metabolica natural dos microrganismos, enquanto estes perpetuam a
espécie utilizando o alimento como fonte de energia; 2) Os patogénicos podem representar um
risco a salde humana e animal, causando enfermidades. Podem chegar ao alimento por
inimeras vias, sempre refletindo condi¢bes precarias de higiene durante a producéo,
armazenamento, distribuicdo ou manuseio; 3) E os que causam alteracbes benéficas em um
alimento, modificando suas caracteristicas originais de forma a transforma-lo em novo
alimento. A este grupo pertencem aqueles microrganismos que sdo intencionalmente
adicionados aos alimentos para que determinadas reacGes quimicas sejam realizadas
(FRANCO; LANDGRAF, 2001; FIGUEIREDO, 2002).

Bactérias como Salmonella sp., Campylobacter jejuni, E. coli, Shigella sp. E Proteus
sp., sao importantes microrganismos zoondticos, afetando gado e aves e gerando epidemias em
populacdes humanas. Alta prevaléncia continua e surtos ocasionais dessas bactérias causam
morbidade e mortalidade global, levando a enormes perdas econémicas (BABU et al., 2013;
WANG et al., 2021).

Os alimentos de origem animal possuem grande potencial de contaminagdo por
enterobactérias deteriorantes e patogénicas, representando riscos a qualidade dos alimentos e
aos consumidores. De fato, a contaminacao de leite cru, carne e ovos por Enterobacteriaceae €
comum e pode ocorrer facilmente a partir de varias fontes ambientais. Assim, 0 monitoramento
da qualidade microbiol6gica da matéria-prima e a manutencdo de padrdes de higiene no
processo produtivo sdo imprescindiveis para a qualidade dos produtos e seguranca dos
consumidores (MLADENOVIC etal., 2021).

Contreras et al. (2002) sugeriram que devem se compreender as bases bioldgicas e o
papel dos microrganismos na deterioracdo de alimentos e como causadores de doencas
transmitidas por alimentos (DTA). As DTA’s causadas por enterobactérias podem ser
classificadas por seus mecanismos patogénicos, como infecc@es, toxinfeccBes e intoxicagoes,
podendo causar de mal-estar até morte (BRASIL, 2010; ALMEIDA, 2017).

As infeccOes sdo causadas pela ingestdo de microrganismos denominados invasivos,

com capacidade de penetrar e invadir tecidos, originando quadro clinico caracteristico como as
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infecgOes por Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia enterocolitica e C. jejuni. Estes quadros
geralmente sdo associados a diarreias frequentes, mas ndo volumosas, contendo sangue e pus,
dores abdominais intensas, febre e desidratacéo leve, sugerindo infec¢do do intestino grosso
(BRASIL, 2010).

ToxinfeccBes sdo causadas por microrganismos toxigénicos, cujo quadro clinico €
provocado por toxinas liberadas quando estes se multiplicam, esporulam ou sofrem lise na luz
intestinal. Essas toxinas atuam nos mecanismos de secrecdo/absor¢do da mucosa do intestino,
como nas infecgdes por E. coli enterotoxigénica. Normalmente, a diarreia nestes casos é intensa,
sem sangue ou leucacitos, febre discreta ou ausente, sendo comum a desidratacdo (BRASIL,
2010).

Intoxicacdes sdo provocadas pela ingestdo de toxinas formadas em decorréncia da
intensa proliferagdo do microrganismo patogénico no alimento. Os mecanismos de a¢ao dessas
toxinas em humanos néo estdo bem esclarecidos. Observagdes em animais sugerem alteragdes
na permeabilidade vascular e inibicdo da absorcdo de agua e sodio levando as diarreias. Os
vOmitos possivelmente estdo associados a uma acao das toxinas sobre o sistema nervoso central.
Exemplos cléssicos deste processo sdo as intoxicacdes causadas por Staphylococcus aureus
(BRASIL, 2010).

As doencas transmitidas por alimentos sdo o maior problema de satde do mundo,
sobretudo em paises em desenvolvimento, onde alcangam niveis graves devido aos métodos
insalubres de processamento de alimentos, respondendo por aproximadamente 70% dos casos
de diarreia nesses paises. Existem muitas causas de doencgas transmitidas por alimentos, entre
as quais as mais importantes sdo as enterobactérias patogénicas, incluindo E. coli, Salmonella,
Shigella e Yersinia. Klebsiella pneumoniae e Citrobacter freundii, embora menos comuns,
também estdo associadas a infeccOes intestinais, com sintomas de diarreia se cepas
enterotoxigénicas estiverem envolvidas (BABU et al., 2013). Esses patdgenos sao transmitidos
de varias maneiras, como transmissdo por insetos, transmissdo fecal-oral, transmissdo por
alimentos e agua e transmissao por animais (GEORGIADIS et al., 2010).

Salmonela spp. sdo uma das principais causas de doencas transmitidas por alimentos
e podem colonizar o trato intestinal de grande nimero de mamiferos e aves, que por sua vez
podem transmiti-la ao homem (Llet al., 2022). A diarreia € a manifestacdo mais comum da
infeccdo por Salmonella sp. Com excegéo de S. typhi e S. paratyphi. Na maioria dos casos, esta
diarreia é autolimitada, mas em individuos jovens ou idosos 0s sintomas podem ser severos
(MIMS et al., 1999).
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A febre tifoide é causada principalmente pela Serratia typhi. Estas sdo ingeridas, caem
na corrente sanguinea e sdo transportadas para muitos 6rgaos, incluindo o intestino. Surgem
febre, mal-estar, cefaleia, constipacédo, bradicardia e mialgia, podendo haver aumento do baco
e figado. Na enterocolite ocorrem nauseas, cefaleia, vémitos e diarreia profusa (JAWETZ;
MELNICK; ADELBERG, 1998).

Escherichia coli é um dos patogenos de origem alimentar mais comuns e pode
disseminar uma variedade de doencas através da cadeia alimentar em diferentes ecossistemas.
Existem cepas patogénicas, que podem causar uma variedade de doencas intestinais, e cepas
ndo patogénicas. A E. coli original era sensivel a quase todas as drogas antibacterianas, mas sua
multirresisténcia agora é cada vez mais comum (POIREL et al., 2018; LI et al., 2022).

As espécies de Citrobacter sdo encontradas com relativa frequéncia no intestino do
homem, mas raramente sdo isoladas de processos infecciosos. As infec¢des causadas por estes
microrganismos incluem infeccGes do trato urinario (pielonefrites), meningites do recém-
nascido, abscesso cerebral, endocardite, bacteremias e sepse. Estas infec¢bes tendem a
predominar em individuos com defesas comprometidas e, por esta razdo, ocorrem basicamente
em hospitais (JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 1998; TRABULSI et al., 1999).

Enterobacter sp. e Serratia sp. raramente estdo associadas as infecgfes, exceto como
oportunistas em hospedeiros imunocomprometidos, sobretudo nos tratos respiratério e urinario.
Habitam naturalmente o intestino do homem e dos animais, além do solo e dgua. A infeccdo
pode ser enddgena ou adquirida por contato (MIMS et al., 1999). As infec¢cOes causadas por
Serratia marcescens podem ser localizadas em qualquer 6rgdo (TRABULSIL et al., 1999).

Shigella é a causa mais comum de doenca diarreica em humanos em todo o mundo,
causando mortalidade importante em criangas abaixo de cinco anos, e sua resisténcia a
medicamentos ja é um grande fardo de saude publica (LI et al., 2022).

Yersinia pseudotuberculosis causa doencas gastrointestinais e, embora antibi6ticos
que visam bactérias Gram-negativas sejam tipicamente eficazes, sua resisténcia esta se
tornando mais generalizada. Yersinia kristensenii foi isolada de amostras ambientais, animais,
alimentos e humanos, mas seu impacto na saide humana permanece controverso. Por outro
lado, embora nem todas as Y. enterocolitica sejam consideradas agentes zoonoOticos e
patogénicos para humanos, certas cepas podem causar gastroenterite aguda, artrite reativa,
linfadenite mesentérica e ileite terminal simulando apendicite em humanos (LI et al., 2022).

Répteis em geral sdo capazes de portar uma grande variedade de patdgenos que podem
causar infeccdes em humanos, sendo as bactérias potenciais patdégenos responsaveis por

diversas zoonoses nesses animais (EBANI, 2005). A maioria das bactérias Gram-positivas ndo
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sdo consideradas patogénicas para répteis e compdem naturalmente suas microbiotas. No grupo
de microrganismos comumente encontrado em répteis se destacam as enterobactérias,
eliminadas geralmente nas fezes (BRITES, 2002).Alguns estudos referem o isolamento de
bactérias Gram-negativas de répteis saudaveis ou doentes, podendo-se citar Salmonella spp.,
Aeromonas spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., dentre outros que podem
ter origem, por exemplo, a partir de fontes alimentares contaminadas (PARE et al., 2006).

Em estudo realizado por Maciel et al. (2021) com 96 P. expansa, 3 P. unifilis e 3 P.
sextuberculata (iacd) de sistema de cativeiro no municipio de Iranduba-AM, analisou
diversidade fungica e bacteriana associada & microbiota do muco cloacal e a relacdo entre a
presenca desses microrganismos e o sexo destas espécies em diferentes fases de criacdo e tipos
de instalagcdes. Foram identificadas 16 espécies de bactérias e 4 géneros de fungos. As colbnias
de bactéria mais frequentes foram Serratia marcescens (28,73%), Klebsiella oxytoca (10,50%)
e Citrobacter diversus (9,39%). Nas 73 colonias de fungos isoladas foram identificados com os
géneros Aspergilus, Rhizopus, Penicilium e Curvalaria. O estudo observou que os animais de
lotes comerciais e criados no ambiente de canal de igarapé tenderam a apresentar mais
enterobactérias e mais fungos. Alem disso, ndo encontraram contaminagdo por fungos nas
amostras de P. unifilis e P. sextuberculata.

Esses animais sdo frequentemente portadores subclinicos de Salmonella spp. e estudos
comprovam o isolamento dessa bactéria a partir de swabs cloacais. De modo geral, os répteis
ndo apresentam sinais clinicos, sugerindo que essa bactéria é saprofito a esses animais. As
infeccdes por Salmonella spp. em humanos, a partir do contato com répteis tendem a apresentar
sintomatologia sistémica e podem causar quadros severos, podendo levar a morte (HOELZER
etal., 2011).

Podocnemisexpansa pode ser hospedeira natural e atuar como reservatorio de
sorovariedades de varios microrganismos. A incidéncia de enfermidades para P. expansa é
mais frequente para individuos que vivem em cativeiro, tendo como principais agentes
etiologicos de infecgdes e até mesmo septicemias, tanto para tartarugas de vida livre ou de
cativeiro, bactérias Gram-negativas (ALVES JUNIOR, 2013).

Essa contaminacdo pode estar ligada também a contaminacdo de ovos durante sua
deposicao. Dentre as bactérias mais comuns que podem ser encontrados em ovos: destacam-
se Salmonella spp., E. coli, Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Mycobacterium spp.,

Campylobacter spp., Mycoplasmas spp., e Chlamydia spp. (FIGUEIREDO, 2008).

4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Descricao das areas de coleta

As amostras referentes as especies P. expansa e P. unifilis foram coletadas durante o
periodo outubro e dezembro de 2019. Foram realizadas coletas em duas areas distintas, sendo
uma em cativeiro, em uma criacdo comercial de queldnios, e outra na natureza, em uma area
de conservacao de quelbnios de base comunitaria (Figura 3).

A primeira area foi um criadouro comercial de quel6nios registrado no IBAMA-AM
(Registro n° 02005.002782/99-65), sob propriedade do Sr. José Silva de Vasconcelos,
tratando-se da Fazenda Agropecuaria Nossa Senhora Aparecida (Bicho do Rio) (3°11°11” S
60°17°50” O), localizada na rodovia Manoel Urbano, AM-070, Km 26, ramal - Pico Bela Vista,
distante cerca de 15,82 Km da sede do municipio de Iranduba/AM. Na Fazenda Bicho do Rio,
os animais utilizados durante o periodo de coleta foram oriundos de tanque de matrizes e
reprodutores, com 277 m de perimetro e area de 3.886 m2, como fonte de 4gua derivada de um
igarapé perene (Figura 4).

A segunda area de coleta foi a Fazenda Alianga (2°00°06.09” S 56°21°01.71” O),
propriedade da senhora Enildete Bentes, localizada a margem do lago do Piraruaca, distante
cerca de 19,75 km da sede do municipio de Terra Santa/PA (Figura 5). Apesar de se tratar de
uma propriedade particular, esse local contém extensa area de praia, recebendo animais de vida
livre no periodo de reproducéo, sendo um territério que tem historico de 24 anos de protegédo
de base comunitaria através do manejo conservacionista de quelénios, resultando na presenca
abundante desses animais. As coletas ocorreram no periodo de desova, entre 0s meses de
setembro e outubro, e nos periodos de eclosao, entre os meses de novembro e dezembro de
2019.
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Figura 3 -Mapa dos da Fazenda Bicho do Rio em relagdo a sede do municipio de Iranduba-AM e da
Fazenda Alianca em relacdo a sede do municipio de Terra Santa-PA
Fonte: Sirgas (2000)

Google Earth

Figura 4-Visualizacdo via satélite da Fazenda Bicho do Rio com destaque em vermelho da area de
praia de desova tanque das matrizes e reprodutores
Fonte: Google Earth image landsat (2022)
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Figura 5 -Visualizagdo via satélite da Fazenda Alianca com destaque em vermelho da grande extensdo de
area de praia, local de nidificacdo dos queldnios de ambiente natural
Fonte: Google Earth image landsat (2022)

4.2 Coletas do material para analise

4.2.1 Analise microbioldgica

As amostras foram coletadas em dois locais, em ambiente de cativeiro e em ambiente
natural. Além disso, essas amostras foram obtidas em dois momentos, o primeiro ocorrido no
periodo de desova (setembro e outubro) e no periodo de eclosdo (novembro e dezembro).

No criatorio comercial foram coletadas amostras de muco cloacal de quatro matrizes
de tartaruga (P. expansa) e uma de tracaja (P. unifilis), logo ap6s a desova, durante a captura
noturna, utilizando swab esterilizado. Ocorreu também a coleta de quatro ovos frescos e
amostras de areia de cada ninho respectivos as fémeas capturadas. O namero de fémeas
previsto inicialmente eram de 10 animais por espécie, contudo, devido a mudanca sazonal da
desova no cativeiro (comecaram mais cedo), a um menor nimero de ninhos naquele ano e,
principalmente, as dificuldades operacionais para conseguir vigiar a praia durante a noite para

pegar as fémeas em postura, s6 foi possivel capturar esse menor nimero de matrizes.
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Ja no ambiente de vida livre, foram coletadas amostras do muco cloacal de dez fémeas
de tartaruga e de 10 fémeas de tracaja logo apds a desova, durante captura noturna, utilizando
swab esterilizado. Ocorreu também a coleta de quatro ovos frescos de cada ninho respectivos
as fémeas, onde foram verificados dez ninhos para cada espécie durante o0 més de outubro,
quando ocorreu o periodo de desova.

As amostras de areia foram coletadas correspondentes aos ninhos onde houve a coleta
dos ovos e se capturou as matrizes, sendo retirado uma amostra de areia do fundo do ninho. Na
area de conservacdao, metade dos ninhos das espécies foram transferidos para a chocadeira
artificial (area cercada e protegida) onde foram coletadas também as amostras de areia das
covas onde foram abertos 0s novos ninhos para transferéncia na chocadeira e os ultimos cinco
ninhos de cada espécie seguiram mantidos nos seus lugares naturais de origem, resultando em
apenas uma amostra de areia de cada ninho. A areia foi coletada apds a divisdo do fundo da
cova em 4 quadrantes e coletada uma porg¢éo central de cada um, para que cada uma fosse um
ponto de coleta, a fim de obter uma amostra mais completa, totalizando 200 g de areia por cova
(Tabela 1).

Dois meses ap0s a primeira coleta, 60 dias depois durante o periodo da ecloséo ou
nascimento dos filhotes, foi realizada uma segunda coleta, observando os mesmos ninhos
utilizados anteriormente, verificado a taxa de eclosé@o (sucesso reprodutivo de cada ninho). As
amostras possiveis para coleta nos ninhos das duas espécies eram: 1 — Areia do ninho; 2 — Casca
de ovo eclodido; Ovo gorado (em processo de apodrecimento); e 3 — Ovo infértil (ovo sem
desenvolvimento fetal ou processo de apodrecimento). Essas amostras variaram de acordo com
a taxa de eclosdo dos ovos. Essas amostras variaram de acordo com a taxa de eclosdo dos ovos.
Os filhotes de cada ninho foram contados para estimativa da taxa de eclosdo (%) e depois foram
medidos e pesados.

As atividades executadas envolvendo manipulagdo animal (Figuras 5 e 6), foram
devidamente submetidas & Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA da Universidade
Federal do Amazonas — UFAM. Estas atividades encontraram-se de acordo com 0s preceitos
da Lei n°®11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), sendo aprovado e obtendo autorizagdo n° 081/2019, possuindo Licenca SISBIO
n® 19232-1.



Tabela 1 — Distribuicao das amostras coletadas
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Ne de ninhos Ne de ovos Ne de amostras
Local Espécie
amostrais amostrais de areia

P. expansa 4 12 8
Cativeiro

P. unifilis 1 4 2

P. expansa 10 40 15
Natural

P. unifilis 10 40 13

Figura 6 -Coleta do muco cloacal da fémea apds a postura
Fonte: Lopes, T. S. (2019)
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Figura 7 -Coleta dos ovos frescos e areia do nhinho
Fonte: Lopes, T. S. (2019)

4.2.2 Andlise das relacbes de alometria reprodutiva e da contaminacdo pelos

microrganismos

Para analisar as relagcBes alométricas entre as varidveis biométricas das fémeas de
tartarugas e tracajas, as caracteristicas dos ninhos, os indices de eclosdo e a quantidade de
coldnias de bactérias em cada tipo de amostra, primeiro foi realizada a analise estatistica
descritiva de todas as variaveis. Sendo as seguintes variaveis analisadas: a) Relativas as
matrizes: comprimento e largura da carapaga, comprimento e largura do plastréo, altura, peso
e idade; b) Relativas as caracteristicas dos ninhos: Ndamero de ovos, distancia da agua e da
vegetacdo, largura e profundidade do ninho (do 1° ovo e total), temperatura média e amplitude
térmica de cada ninho; ¢) Relativas aos indices de eclosdo: dias de incubacdo, nimero filhotes
vivos, nimero de ovos fungados, ovos gorados, taxa de eclosdo; d) Relativas aos
microrganismos nas amostras: numero de coldnias de bactérias no Swab cloacal das fémeas,
bactérias nas amostras de areia dos ninhos naturais e na chocadeira, bactérias no ovo externo
(casca) e no ovo interno (clara + gema), total de coldnias bactérias nas amostras da desova e
total de coldnias de bactérias nas amostras da eclosdo (areia, 0vo externo e ovo interno).
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4.2.3 Experimento de tempo de prateleira

Para testar o tempo de prateleira de ovos de tartaruga foram coletados 90 ovos de um
criatorio comercial de quel6nios registrado pelo IBAMA, a fazenda Bicho de Rio, km 27 da
rodovia Manuel Urbano AM-070, no municipio do Iranduba/AM. Esses ovos foram coletados
no dia da desova, logo pela manhd, de dois ninhos diferentes (45 do ninho A e 45 do ninho B)
colocados em uma praia artificial de areia medindo cerca de 2.600 m?. Os ovos foram limpos,
medidos e pesados e colocados em uma caixa de isopor de 24,5 litros com areia do ninho para
protege-los da trepidacdo, e em seguida foram levados para o Laboratorio de Animais Silvestres
da UFAM em Manaus, distante cerca de 2 horas de carro do criatorio. No Laboratdrio os ovos
foram armazenados em recipientes plasticos em uma estante de prateleiras, conforme
apresentamos na figura 9. A tabela 2 apresenta a quantidade de ovos utilizados em cada
tratamento, sendo que os tratamentos foram: T1: Ovos armazenados cobertos na areia do ninho
em recipiente plastico; T2: Ovos sem nenhum tratamento, apenas limpos mecanicamente
(retirada dos graos de areia) e armazenados em recipiente plastico tipo cartela de ovo; T3: Ovos
lavados com solucédo de peroxido de hidrogénio (1%) e armazenados em cartelas; T4: Ovos
submetidos a luz ultravioleta e armazenados em cartelas. Cada prateleira da estante, recebeu
uma parcela/repeticdo de cada tratamento, sendo sua distribui¢do sorteada de forma aleatdria,
conforme o esquema apresentado na figura 8. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em um esquema fatorial de tratamentos de higienizagdo/conservagao dos ovos (4)
e Numero de dias de conservacao ou tempo de prateleira (5 periodos: 0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias)

conforme a distribuicdo apresentada na tabela 2.

Tabela 2 - Desenho experimental mostrando os tratamentos, dias de coleta e nimero de ovos em cada tempo

Tratamentos 0 dias 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60dias  Total
T1- Areia 3 6 3 6 3 21
T2 - Sem tratamento 3 6 3 6 3 21
(controle negativo)
T3 - Pulverizagdo ¢/ 6
perdxido de 3 6 3 6 3 21
hidrogénio
T4 - Luz Ultravioleta 3 6 3 6 3 21

Total 6 12 24 12 24 12 90
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Figura 8 - Esquema de distribuicéo das parcelas dos diferentes tratamentos

Figura 9 -Recipientes utilizados para armazenar os ovos e organizacdo do experimento nas prateleiras

Para analisar a qualidade dos ovos e 0s possiveis microrganismos contaminantes

estavam previstas analises fisico-quimicas e microbiolégicas em cada periodo conforme a

tabela 3. Sendo que para cada analise eram utilizados 3 ovos de cada repeti¢do, e nos periodos

de 0, 15 e 45 dias foram utilizados 6 ovos (por causa dos dois tipos de analises).
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Tabela 3 - Tipos de analises realizadas

Dias Analises
0 Fisico quimica e microbioldgica
7 Microbioldgica
15 Fisico quimica e microbioldgica
30 Microbioldgica
45 Fisico quimica e microbioldgica
60 Microbioldgica

Foram analisadas as variaveis peso do ovo, perda de peso do ovo, numero de bactérias
na areia do ninho, nimero de bactérias na casca dos ovos e numero de bactérias na parte interna
do ovo (clara + gema). Os dados foram tabulados em planilha Excel. Foi feita a analise
estatistica descritiva das varidveis (média, desvio padrdo, madximo e minimo), aplicados testes
de normalidade (W-test e homoscedasticidade, e foram elaborados graficos para melhor
visualizacdo dos resultados. Em seguida foi realizada a ANOVA (twoway) das variaveis e
aplicado o teste de Tuckey (5%) para o tipo de tratamento com analise dos principais efeitos.
No caso do fator periodo ou dias de conservacdo (tempo de prateleira), quando esse foi
significativo, aplicamos o teste de regressdo linear e quadratico. As analises foram realizadas

com o pacote estatistico MINITAB.

4.3 Anélise laboratorial microbioldgica

As andlises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Principios Bioativos
de Origem Microbiana-LPBOM da Faculdade de Ciéncias Agrarias/FCA da Universidade
Federal do Amazonas/UFAM.

4.3.1 Processamento das amostras e isolamento de bactérias

4.3.1.1 Muco cloacal

As amostras de muco cloacal dos animais foram coletadas em triplicata. Foi realizado
um pool amostral onde os trés swabs de cada animal foram transferidos para tubos de ensaio
contendo 3 mL de solucdo salina peptonada - 0,1%agitados em vortex por 30 segundos. Logo
apos, 1 mL do pool foi transferido para novo tubo de ensaio contendo 9 mL da solucdo salina,

caracterizando a diluicdo 10

4.3.1.2 Areia dos ninhos
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As amostras de areia foram homogeneizadas, pesados 259 (Figura 10) e colocado em
frascos Erlenmeyer contendo 225 mL de solugédo salina peptonada 0,1%. Os frascos foram
dispostos em incubadora shaker por cinco minutos a uma velocidade de 150 rpm. Apds a
homogeneizacao, foi realizada a dilui¢do seriada, transferindo-se 1 mL dessa solucéo para tubo
de ensaio contendo 9 mL de solug&o salina 0,1%, sendo essa considerada a diluicdo 10 (Figura
11).

Figura 10 — Pesagem das amostras de areia
Fonte: Meireles Lima, B. (2019)
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Figura 11 —-Homogenizacdo das amostras de areia na solu¢do peptonada
Fonte: Meireles Lima, B. (2019)

4.3.1.3 Ovos

Foi realizado isolamento de bactérias tanto do contetdo externo quando do interno dos
ovos. Os quatro ovos coletados de cada fémea foram submetidos a um pool amostral, colocados
em saco plastico estéril e pesados. Os ovos foram lavados externamente adicionando-se 40 mL
de solucdo salina peptonada 0,1%, com o objetivo de atingir toda a superficie do ovo, conforme
metodologia de Gentry e Quales (1972), utilizada para ovos convencionais. Os ovos foram
homogeneizados nas sacolas de forma manual, cerca de 30 vezes em movimentos uniformes e
circulares. Foi retirado 1 mL da solucéo de lavagem externa dos ovos e adicionado a tubo de
ensaio contendo 9 mL de solugdo salina peptonada 0,1%, caracterizando a diluigdo 102

Apos a lavagem externa, a solucdo salina peptonada 0,1% foi descartada. Os ovos foram
imersos em 150 mL de alcool etilico a 92% (Figura 12) e flambados por aproximadamente dez
segundos para eliminar completamente as bactérias presentes na casca. Os ovos foram abertos
assepticamente com bisturi e pinca esterilizados (Figura 13). O conteudo interno dos quatro
ovos foi homogeneizado manualmente por 60 segundos e 25 mL foram retirados e adicionados

a 225 mL de solucéo salina 0,1%, sendo essa considerada a diluicdo 1072,
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Figura 12 —Esterelizagdo do ovo para a retirada do contetdo interno
Fonte: Meireles Lima, B. (2019)

Figura 13- Diluicao do conteldo interno do ovo na solucdo peptonada
Fonte: Meireles Lima, B. (2019)

4.3.1.4 Plaqueamento das diluic¢Ges e incubacéo
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Apbés a obtencdo da diluicio 107! de todas as amostras, as mesmas foram
homogeneizadas, utilizando agitador magneético de bancada. As amostras foram diluidas
novamente na proporg¢éo 1:10, novamente em tubos de ensaio contendo 9 mL de solugéo salina
peptonada 0,1%. O mesmo processo foi repetido mais duas vezes, a fim de obter as dilui¢des
102 e 10™. As Gltimas duas diluicdes foram selecionadas apds teste prévio para serem semeadas
em meio de cultura. Foram inoculadas em duplicata 100 pL das diluicdes 10 e 10* de todas
as amostras na superficie de placas de Petri contendo 0 meio Tryptic Soy Agar (TSA). As placas

foram incubadas por 24 h em estufa bacterioldgica a 35 °C.

4.3.1.5 Isolamento das bactérias

Em placas de Petri esterilizadas, vertidas com 20 mL do meio de cultura TSA, foi
inoculado 100 pL das diluicBes 10 e 10* em duplicata das amostras de dgua, muco cloacal,
areia, lavagem dos ovos e conteldo interno. A aliquota foi espalhada sobre o meio, utilizando
alca de Drigalski previamente esterilizada, até a absor¢do completa. Apos a secagem, as placas
foram invertidas e incubadas em estufa bacteriologica a 35°C por 24 horas (Figura 14).

Apos detectado o crescimento das unidades formadoras de colénias (UFC), foi realizada
a contagem e foram selecionadas para isolamento as UFCs com base nas caracteristicas
morfoldgicas, como por exemplo cor da colbnia, textura, elevacdo e margem. Para isso, as
colbnias foram repicadas para novas placas de meio TSA com alca de platina. As placas foram
invertidas e mantidas por 24 horas em estufa bacterioldgica a 35°C (Figura 15).

Ap0s o crescimento nas novas placas, as bactérias foram transferidas novamente com
alca de platina para tubos tipo Falcon contendo 5 mL de caldo TSB. A incubagéo ocorreu por
24 horas em incubadora shaker com agitacdo de 150 rpm a 35 °C. Logo apdés a incubacao, as
bactérias isoladas foram criopreservadas em tubos criogénicos com glicerol a 20% e
depositadas na Colecdo Microbiol6gica do LPBOM/FCA/UFAM.



Figura 14 —Placas estriadas para obtencdo das Unidades Formadoras de Col6nias
Fonte: Meireles Lima, B. (2020)

Figura 15 —Estriamento das bactérias isoladas
Fonte: Meireles Lima, B (2020)
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4.3.1.6 Identificacd@o presuntiva das bactérias isoladas

Para identificacdo das bactérias, as colnias puras foram reativadas em meio TSA e
incubadas nas mesmas condic@es citadas anteriormente. Foram realizadas provas bioquimicas
para identificacdo presuntiva, sendo elas: fermentacio de glicose, lactose e sacarose em Agar
Triplice Aclcar Ferro, descarboxilacdo da lisina em Agar Lisina-Ferro, utilizacéo de citrato em
Agar Citrato de Simmons, produgéo de HS e motilidade em Agar SIM e producéo da enzima
urease em Caldo Uréia de Christensen. Todos os testes foram realizados em tubos de ensaio
rosqueaveis com capacidade de 10 mL. A incubacéo ocorreu a 35 °C = 0,2 por 48 horas (Figura
16). Os resultados foram expressos como positivo ou negativo e as bactérias foram identificadas
conforme 0 Koneman'’s Color Atlas and Text book of Diagnostic Microbiology (PROCOP et
al., 2017).

Figura 16 —Bactérias submetidas aos testes bioquimicos
Fonte: Meireles Lima, B. (2020)

4.4 Anéalise dos dados microbioldgicos
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Os dados dos registros biométricos e da pesagem foram tabulados em planilha Excel.
Foram analisadas, inicialmente, as varidveis biométricas, peso, idade estimada dos
animais das duas areas e das duas espécies. Foi feita a analise estatistica descritiva (média,
desvio padrdo, maximo e minimo) e testes de normalidade das variaveis biométricas
mensurada, e também foi feita a confeccdo de histogramas de distribuicdo em comprimento de
carapaca (cm) e em peso (kg).

Para interpretacdo dos dados resultantes das provas bioquimicas, foi aplicada anélise
estatistica descritiva. A estatistica descritiva é preconizada para sintetizar valores de mesma
natureza, de forma que permitisse a obtencdo de uma visualizagdo global das variagdes desses
valores. Esta forma de andlise estatistica objetiva organizar e descrever os dados em trés
maneiras: por meio de tabelas, graficos e de medidas descritivas (VIEIRA, 1980).

Foram utilizados, o teste de Mann-Whitney, para comparar o tamanho e peso de
matrizes de vida livre e de cativeiro e o teste de Kruskal-Wallis, para comparar as caracteristicas
de ninhos, nimero de ovos e taxa de eclosdo entre os ninhos de cativeiro, naturais e transferidos.

A analise comparativa do numero de amostras contaminadas por enterobactérias,
entre as duas areas, as duas espécies e 0s tipos de amostras foram feitos pelo teste de Kruskal-
Wallis. Para a andlise das espécies de microrganismos contaminantes, foram feitos tabelas e
graficos de frequéncia das principais espécies encontradas de acordo com a area, a espécie e 0
tipo de amostras coletadas.

A anélise de diversidade, bem como as demais analises estatisticas, foram realizadas
com auxilio do programa Paleontological Statistics — PAST 3.17 (HAMMER, HARPER, e
RYAN, 2001) e também foram calculados: Indices de Dominéncia de Simpson, Indice de
Shannon-Weaver e indice de Equabilidade de Pielou (MAGURRAN, 2004) e indice de

similaridade de Sorensen.

5 RESULTADOS

5.1 Resultados da analise dos microrganismos contaminantes nas amostras

Foram isoladas 1.045 col6nias de bactérias englobando todas as amostras coletadas,
com identificacdo de 55,02% e 44,98% permanecendo sem identificacdo. As bactérias
identificadas sdo pertencentes a 15 géneros, sendo eles: Citrobacter, Escherichia, Serratia,
Klebsiella, Proteus, Pseudomonas, Shigella, Salmonella, Yersinia, Pantoea, Providencia,

Enterobacter, Hafnia, Edwardsiella e Morganella (Figura 17).
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No total de bactérias isoladas, as espécies mais frequentes foram C.freundii (7,27%), E.
coli (6,60%), Klebsiella sp. (4,98%), Proteus sp. (4,88%), Pseudomonas sp. e S.marcescens
(4,78%), Shigella sp. (3,44%), Salmonella sp. (3,35%), Yersinia sp. (2,39%) e Y.enterocolitica
(2,11%) (Figura 18).

Figura 17 —Visualizacdo microscOpica em coloracdo de Gran dos 15 géneros encontrados. A —Citrobacter; B -
Escherichia; C — Serratia; D — Klebsiella; E — Proteus; F — Pseudomonas; G — Shigella; H — Salmonella; | —
Yersinia; J -Pantoea, K — Providencia; L — Enterobacter; M — Hafnia; N —Edwardsiella; O —Morganella

Fonte: Coelho, K.W.S (2022)
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Figura 18 -Distribuicdo total das 575 bactérias identificadas

Foram isoladas 278 coldnias de bactérias de amostras de ambiente de cativeiro. Destas

66 eram pertencentes a amostras de P. unifilis, onde 50% delas foram identificadas e o restantes
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n&o foi possivel chegar a identificacdo. Destas amostras, as coldnias mais frequentes foram de
Escherichia coli, Shiguella sp. E Yersinia enterocolitica, ambas com 10,61% da totalidade cada
(Figura 19-A). Nas amostras pertencentes a P. expansa foram isoladas 212 coldnias, com
identificacdo de 93 (43,7%) e 119 permaneceram sem identificacdo (56,13%). As col6nias mais
frequentes foram Escherichia coli, Shigella sp. e Yersinia sp., cada uma representando 6,60%
(Figura 19-B).

Quantos as amostras de ambiente natural, foram isoladas 767 coldnias de bactérias.
Destas, 388 eram oriundas de amostras de P. unifilis, onde 229 foram identificadas (59,02%) e
159 ndo foram (40,98%) como exposto na figura 20-A. Ainda, 379 colbnias de bactérias foram
isoladas de amostras de P. expansa, 220 identificadas (58,5%) e 159 ndo identificadas
(41,95%). As bactérias mais frequentes foram Pseudomonas sp. (12,93%), Klebsiella sp.
(8,18%) e Citrobacter freundii (6,86%) (Figura 20-B).

P. unifilis de cativeiro 8 P. exponsa de cativeiro

Pamioes aglomeran
» Proteus
» Serrotio sp
» Kebsellc onytocs '._”
s Oebselo
& Providenco STuarth

® Yersmw 5p —

& N30 indentficadas

Figura 19 —A) Frequéncias (%) das col6nias de bactérias encontradas nas amostras de P. unifilis de ambiente de
cativeiro (Fazenda Bicho do Rio, Iranduba-AM); B) Frequéncias (%) das col6nias de bactérias encontradas nas

amostras de P. expansa de ambiente de cativeiro (Fazenda Bicho do Rio, Iranduba-AM)
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Figura 20 - A) Frequéncias (%) das col6nias de bactérias encontradas nas amostras de P. unifilis de ambiente
natural (Fazenda Alianca, Terra Santa-PA); B) Frequéncias (%) das coldnias de bactérias encontradas nas amostras
de P. expansa de ambiente natural (Fazenda Alianga, Terra Santa-PA)

Estdo dispostos os resultados de frequéncia bacteriana de acordo com as espécies P.
expansa e P. unifilis nos dois ambientes e periodos de coleta. Para tartarugas-da-Amazonia
a maior frequéncia ocorrida foi Pseudomonas sp. (8,29%), Klebsiella sp. (6,6%), C. freundii
(5,08%), Proteus sp., (4,4%) e S. marcescens (4,06%). Para tracajé, as maiores frequéncias
obtidas foram E. coli (10,35%), C. freundii (10,13%), Proteus sp. (5,51%), S. marcescens
(5,51%) e Salmonella sp. (5,29%). As demais espécies ocorreram em menor frequéncia. A
maior quantidade de bactérias foi isolada de tartaruga-da-Amazoénia (56,55%), onde também
foi observada maior frequéncia de individuos ndo identificados (47,04%). A menor
quantidade de bactérias identificadas foi de tracaja (43,44%), havendo também bactérias ndo
identificadas (42,29%) (Tabela 4).

Tabela 4 —Frequéncia total das bactérias observadas em Podocnemis expansa e P. unifilis

L P. expansa P. unifilis Total
Identificacdo
N % N % N %
Citrobacter freundii 30 5.08 46 10.13 76 7.27
Citrobacter sp. 8 1.35 10 2.2 18 1.72
Edwardsiella tarda 0.17 4 0.88 5 0.48
Enterobacter aerogenes 0.17 0.88 0.48
Enterobacter cloacae 0.17 1 0.22 0.19
Escherichia coli 22 3.72 47 10.35 69 6.6
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Hafnia alvei 2 0.34 2 0.44 4 0.38
Klebsiella oxytoca 5 0.85 10 2.2 15 1.44
Klebsiella sp. 39 6.6 13 2.86 52 4,98
Morganella morganii 2 0.34 1 0.22 3 0.29
Morganella sp. 3 0.51 0 0 3 0.29
Pantoea aglomerans 6 1.02 5 1.1 11 1.05
Proteus mirabilis 5 0.85 3 0.66 8 0.77
Proteus sp. 26 4.4 25 5.51 51 4.88
Proteus vulgaris 3 0.51 0 0 3 0.29
Providencia alcalifaciens 3 0.51 2 0.44 5 0.48
Providencia sp. 1 0.17 0 0 1 0.1
Providencia stuartii 5 0.85 4 0.88 9 0.86
Pseudomonas sp. 49 8.29 1 0.22 50 4.78
Salmonella sp. 11 1.86 24 5.29 35 3.35
Salmonella typhi 1 0.17 1 0.22 2 0.19
Serratia marcescens 24 4.06 25 5.51 49 4.69
Serratia sp. 8 1.35 8 1.76 16 1.53
Shigella sp. 21 3.55 15 3.3 36 3.44
Yersinia enterocolitica 13 2.2 9 1.98 22 2.11
Yersinia sp. 23 3.89 2 0.44 25 2.39
N3o identificadas 278 47.04 192 42.29 470 44.98
Total 591 100 454 100 1045 100
Total por espécie 56.55% 43.44% 100%

Os indices de diversidade das coldnias de bactérias foram diferidos por espécies de
queldnios, apontando diversidade superior para P. expansa (Shannon=2,739) em relacéo a P.
unifilis (Shannon=2,58), varia¢des que refletiram significativamente quando submetidas ao
teste t de Hutcheson (p <0,05), enquanto que o indice de Sorensen (93,87%) apontou alto valor

de similaridade das col6nias encontradas (Tabela 5).

Tabela 5 - indices de diversidade e similaridade entre coldnias de espécies de enterobactérias entre Podocnemis
expansa e P. unifilis de ambiente natural e cativeiro

Quel6nio Espécies Individuos Simpson (D) Shannon (H') Equitabilidade (J) Sorensen (S')
P. expansa 26 313 0,9174 2,739 0,8407
P. unifilis 23 262 0,8982 2,58 0,8229

0,93877551

Estdo dispostos os resultados de frequéncia bacteriana de acordo com os locais de coleta.
No criatério comercial (Bicho do Rio), E. coli e Shigella sp. apresentaram frequéncia
predominante (2,01%), Morganella sp. (2,01%), Proteus vulgaris (1,53%), Providencia sp.
(1,44%) e Enterobacter aerogenes (1,05%). Em ambiente natural, as maiores frequéncias
obtidas foram de C. freundii (6,89%), Pseudomonas sp. (4,78%), S. marcescens (4,69%), E.
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coli (4,59%), Klebsiella sp. (4,21%) e Proteus sp. (3,83%). As demais espécies ocorreram em
menor frequéncia. A maior quantidade de bactérias foi isolada de ambiente natural (73,39%),
onde também foi observada maior frequéncia de individuos ndo identificados (30,43%) (Tabela
6).

Tabela 6 -Frequéncia total das bactérias dispostas por &rea de coleta

. Criatorio comercial Ambiente natural Total
Identificagdo
% N % N %

Citrobacter freundii 4 1.44 72 9.39 76 7.27
Citrobacter sp. 0 0.00 18 2.35 18 1.72
Edwardsiella tarda 0 0.00 4 0.52 4 0.38
Enterobacter aerogenes 0 0.00 6 0.78 6 0.57
Enterobacter cloacae 0 0.00 2 0.26 2 0.19
Escherichia coli 21 7.55 48 6.26 69 6.60
Hafnia alvei 1 0.36 3 0.39 4 0.38
Klebsiella oxytoca 2 0.72 12 1.56 14 1.34
Klebsiella sp. 9 3.24 44 5.74 53 5.07
Morganella morganii 0 0.00 3 0.39 3 0.29
Morganella sp. 2 0.72 1 0.13 3 0.29
Pantoea aglomerans 9 3.24 2 0.26 11 1.05
Proteus mirabilis 0 0.00 8 1.04 8 0.77
Proteus sp. 11 3.96 40 5.22 51 4.88
Proteus vulgaris 1 0.36 2 0.26 3 0.29
Providencia alcalifaciens 3 1.08 2 0.26 5 0.48
Providencia sp. 0 0.00 1 0.13 1 0.10
Providencia stuartii 4 1.44 5 0.65 9 0.86
Pseudomonas sp. 0 0.00 50 6.52 50 4,78
Salmonella sp. 0 0.00 35 4.56 35 3.35
Salmonella typhi 1 0.36 1 0.13 2 0.19
Serratia marcescens 1 0.36 49 6.39 50 4.78
Serratia sp. 5 1.80 10 1.30 15 1.44
Shigella sp. 21 7.55 15 1.96 36 3.44
Yersinia enterocolitica 16 5.76 6 0.78 22 2.11
Yersinia sp. 15 5.40 10 1.30 25 2.39

Nao identificadas 152 54.68 318 41.46 470 44.98

Total 278 100 767 100 1045 100
Total por local 26.60% 73.40% 100%

Os indices de diversidade das colbnias de bactérias diferidas por local de coleta
apontando diversidade superior para as amostras de ambiente natural (Shannon = 2,424) em

relacdo as de amostras de cativeiro (Shannon = 0,8142), afetando significativamente na
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comparacao realizada (teste t de Hutcheson; p <0,05), havendo alto indice de similaridade

(Sorensen 79,06%) entre as coldnias (Tabela 7).

Tabela 7 - indices de diversidade e similaridade entre colonias de espécies de enterobactérias entre Podocnemis
expansa e P. unifilis dispostas por area de coleta

Local Espécies Individuos Simpson (D) Shannon (H') Equitabilidade (J) Sorensen (S')
Criatério

com(?rual 17 126 0,8914 2,424 0,8555 0,790697674
Ambiente
natural 26 449 0,9094 2,653 0,8142

Na Tabela 8 estdo dispostos os resultados de frequéncia bacteriana conforme o tipo de
amostra, sendo as espécies E. coli (10,73%), S. marcescens (9,60%), Klebsiella sp. (7,91%),
Yersinia sp.(5,65%), Shigella sp.(3,95%) e Klebsiella oxytoca, Proteus sp., e Serratia
sp.(2,82%) mais frequentes na cloaca. Na analise da areia natural, as espécies mais frequentes
foram E. coli (7,47%), Pseudomonas sp. (6,22%), Proteus sp. e Shigella sp. (5,81%), C. freundii
(5,39%) e S. marcescens (4,56%). A areia de chocadeira teve C. freundii (15,79%), Klebsiella
sp. e Pseudomonas sp.(6,58%), Shigella sp.e Y. enterocolitica (5,26%) e Proteus sp.(3,95%)
como espécies predominantes.As espécies mais frequentes nos ovos foram C. freundii (8,71%),
E. coli (5,63%), Salmonella sp.(5,44%), Proteus sp. (5,26%) e Klebsiella sp. (4,72%). A maior
frequéncia de bactérias foi obtida dos ovos (52,72%), seguido pela areia natural (23,06%),
cloaca (16,93%) e areia de chocadeira (7,27%) (Figura 21).

Os indices de diversidade das colbnias de bactérias entre os tipos de amostras indicaram
um valor superior nas amostras de ovos (Shannon= 2,76) em relacdo as demais amostras,
demostrando também variaces significativamente quando esta amostra foi comparada
diretamente com as amostras de cloaca, ninho natural e ninho transferido (teste t de Hutcheson
(p <0,05). A similaridade das coldnias das diferentes amostras, segundo o indice de Sorensen
foi de 31,58% (Tabela 9).

Tabela 8 - Frequéncia total das bactérias dispostas por tipo de amostra

Ninhos Ninhos
Identificac3o Cloaca naturais transferidos Ovos Total
N % N % N % N % N %
Citrobacter freundii 3 1.69 13 5.39 12 15.79 48 8.71 76 7.27
Citrobacter sp. 3 1.69 6 2.49 1 1.32 8 1.45 18 1.72
Edwardsiella tarda 0 0.00 0 0.00 0 0.00 4 0.73 4 0.38

Enterobacter
aerogenes

2 1.13 1 0.41 0 0.00 3 0.54 6 0.57
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Enterobacter cloacae 0 0.00 0 0.00 0 0.00 2 0.36 2 0.19
Escherichia coli 19 10.73 18 7.47 1 1.32 31 5.63 69 6.60
Hafniaalvei 2 1.13 0 0.00 0 0.00 2 0.36 4 0.38
Klebsiella oxytoca 5 2.82 3 1.24 1 1.32 6 1.09 15 1.44
Klebsiella sp. 14 7.91 7 2.90 5 6.58 26 4.72 52 4.98
Morganella morganii 1 0.56 1 0.41 0 0.00 1 0.18 3 0.29
Morganella sp. 1 0.56 0 0.00 0 0.00 2 0.36 3 0.29
Pantoeaaglomerans 1 0.56 1 0.41 1 1.32 8 1.45 11 1.05
Proteusmirabilis 3 1.69 0 0.00 2 2.63 3 0.54 8 0.77
Proteus sp. 5 2.82 14 5.81 3 3.95 29 5.26 51 4.88
Proteus vulgaris 0 0.00 0 0.00 0 0.00 3 0.54 3 0.29
Z ;:;’/'U‘fs:;’:s 0O 000 O 000 O 000 5 091 5 048
Providencia sp. 1 0.56 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.10
Providencia stuartii 1 0.56 3 1.24 2 2.63 3 0.54 9 0.86
Pseudomonas sp. 0 0.00 15 6.22 5 6.58 30 5.44 50 4.78
Salmonella sp. 4 2.26 6 2.49 1 1.32 24 4.36 35 3.35
Salmonella typhi 0 0.00 0 0.00 0 0.00 2 0.36 2 0.19
Serratia marcescens 17 9.60 11 4.56 2 2.63 20 3.63 50 4.78
Serratia sp. 5 2.82 3 1.24 0 0.00 7 1.27 15 1.44
Shigella sp. 7 3.95 14 5.81 4 5.26 11 2.00 36 3.44
Yersinia enterocolitica 0 0.00 8 3.32 4 5.26 10 1.81 22 2.11
Yersinia sp. 10 5.65 3 1.24 2 2.63 10 1.81 25 2.39

N3o identificadas 73  41.24 114 4730 30 3947 253 4592 470 44.98

Total 177 100 241 100 76 100 551 100 1045 100

Total por amostra 16.94% 23.06% 7.27% 52.73% 100%
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Figura 21 —Frequéncia (%) de coldnia de bactérias isoladas de amostras de P. unifilis e P. expansa de ambiente
natural (Fazenda Alianga, Terra Santa-PA) e cativeiro (Fazenda Bicho do Rio, Iranduba-AM): A) Frequéncias (%)
das coldnias de bactérias isoladas do muco cloacal; B) Frequéncias (%) das coldnias de bactérias isoladas da areia
dos ninhos naturais; C) Frequéncias (%) das coldnias de bactérias isoladas da areia dos ninhos transferidos;
Frequéncias (%) das coldnias de bactérias isoladas da areia dos ovos

Tabela 9 - indices de diversidade e similaridade entre colnias de espécies de enterobactérias de Podocnemis
expansa e P. unifilis dispostas por tipo de amostras

Tipo de Espécies Individuos Simpson (D) Shannon (H') Equitabilidade (J) Sorensen (S')
amostra
Cloaca 19 104 0,8959 2,529 0,8587
Ninho natural 17 127 0,9098 2,551 0,9005
Ninho 0,315789474
transferido 15 46 0,879 2,397 0,8852
Ovos 25 298 0,918 2,76 0,8574

Listadas abaixo as frequéncias bacterianas conforme a época de coleta. Durante a desova
as espécies E. coli (7,70%), C. freundii (6,98%), Pseudomonas sp. (5,54%) e Klebsiella sp. e
S. marcescens (5,42%) foram predominantes. Na eclosdo, as maiores frequéncias foram
expressas por C. freundii (8,41%) e Proteus sp. (7,48%), Y. enterocolitica (3,74%), Klebsiella
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sp. (3,27%). As demais espécies ocorreram em menor frequéncia em ambos 0s periodos de
coleta. Também foi observada maior frequéncia de individuos identificados (79,52%), bem
como de individuos néo identificados (42,60%) durante a época de desova (Tabela 10).

As mudangas na riqueza das colonias identificadas ndo refletiram em mudangas
significativas nos valores de indice de diversidade entre as épocas de coleta, uma vez que ndo
houve significancia quando submetidas a comparacgdes (teste t de Hutchenson; >0,05), mas

houve alto indice de similaridade entre as colonias (Sorensen 81,81%) (Tabela 11).

Tabela 10 - Frequéncia total das bactérias dispostas por época de coleta

. Desova Eclosao Total
Identificacdo
N % N % N %
Citrobacter freundii 58 6.98 18 8.41 76 7.27
Citrobacter sp. 18 2.17 0 0.00 18 1.72
Edwardsiella tarda 2 0.24 2 0.93 4 0.38
Enterobacter aerogenes 6 0.72 0 0.00 6 0.57
Enterobacter cloacae 1 0.12 1 0.47 2 0.19
Escherichia coli 64 7.70 5 2.34 69 6.60
Hafniaalvei 4 0.48 0 0.00 4 0.38
Klebsiella oxytoca 14 1.68 1 0.47 15 1.44
Klebsiella sp. 45 5.42 7 3.27 52 4.98
Morganella morganii 3 0.36 1 0.47 4 0.38
Morganella sp. 2 0.24 0 0.00 2 0.19
Pantoea aglomerans 8 0.96 3 1.40 11 1.05
Proteus mirabilis 4 0.48 4 1.87 8 0.77
Proteus sp. 35 421 16 7.48 51 4.88
Proteus vulgaris 0 0.00 3 1.40 3 0.29
Providencia alcalifaciens 2 0.24 3 1.40 5 0.48
Providencia sp. 1 0.12 0 0.00 1 0.10
Providencia stuartii 5 0.60 4 1.87 9 0.86
Pseudomonas sp. 46 5.54 4 1.87 50 4.78
Salmonella sp. 29 3.49 6 2.80 35 3.35
Salmonella typhi 1 0.12 1 0.47 2 0.19
Serratia marcescens 45 5.42 5 2.34 50 4.78
Serratia sp. 15 1.81 0 0.00 15 1.44
Shigella sp. 30 3.61 6 2.80 36 3.44
Yersinia enterocolitica 14 1.68 8 3.74 22 2.11
Yersinia sp. 25 3.01 0 0.00 25 2.39
N3do identificadas 354 42.60 116 54.21 470 44.98
Total 831 100.00 214 100.00 1045 100.00

Total por época 79.52 20.48 100
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Tabela 11 - indices de diversidade e similaridade entre coldnias de espécies de enterobactérias de Podocnemis
expansa e P. unifilis dispostas por época de coleta

Epoca de coleta Espécies Individuos Simpson (D) Shannon (H') Equitabilidade (J) Sorensen (S')

Desova 25 477 0,9194 2,718 0,8443

0,818181818
Eclosdo 19 98 0,9065 2,624 0,8913

As frequéncias das 379 bactérias isoladas dos ninhos de P. expansa de ambiente natural
(Fazenda Alianca, Terra Santa-PA) dispostas por tipo de amostra e época de coleta. As amostras
de ovos apresentaram maior frequéncia total (62,27%), onde o periodo de desova (74,15%)
demonstrou ser superior ao periodo de eclosdo (25,85%). Nos periodos de desova, as bactérias
Pseudomonas sp. (11,86%), K.oxytoca (6,78%) e C.freundii e S.marcescens (5,08%) se
destacaram, enquanto que na época da eclosdo as bactérias C.freundii (3,39%) e Proteus sp.
(2,12%) foram mais frequentes (Tabela 12)

As amostras de areia de ninho natural representaram a segunda maior frequéncia total
(18,47%), e as suas épocas de coleta, desova (82,86%) e eclosdo (17,14%). No periodo da
desova as bactérias mais frequentes foram Pseudomonas sp. (21,43%), S. marcescens (10%) e
K. oxytoca (5,71%), enquanto apenas C. freundii (2,86%) e Proteus sp. (1,43%) no periodo da
ecloséo.

As amostras de muco cloacal representaram 11,87% de frequéncia total, com coleta
apenas no periodo de postura com a captura das fémeas, apresentando K. oxytoca (13,33%), E.
coli (8,89%) e Serratia sp., Shigella sp., e Yersinia sp. (6,67%) como bactérias mais frequentes.
Com menor frequéncia total as amostras de areia de ninho transferido (7,39%), com desova
(64,29%) superior a eclosao (35,71%). No periodo de desova foram observadas na mucosa com
mais frequéncia Klebsiella sp. (14,29%) e na eclosdo Yersinia sp. (14,29%), Pantoea
aglomerans, P. mirabilis e Providencia stuartii (7,14%) (Tabela 12).

Os indices de diversidade das coldnias de bactérias isoladas dos ninhos de P. expansa de
ambiente natural demonstraram valor superior quanto as amostras de muco cloacal (Shannon =
2,436), em relacdo as demais amostras. A similaridade entre as amostras de ninho natural, ninho
transferido e ovos entre os dois periodos segundo o indice de Sorensen foi de 28,86, 22,22 e
42,86%, respectivamente (Tabela 13).
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Tabela 12 - Frequéncia das 379 bactérias isoladas dos ninhos de Podocnemis expansa de ambiente natural (Fazenda Alianca, Terra Santa-PA) dispostas por tipo de amostra e época de coleta

Cloaca Ninho natural Ninho transferido Ovos Total
Identificacdo Desova Desova Eclosdo Desova Eclosdo Desova Eclosdo
N % N % N % N % N % N % N % N %

Citrobacterfreundii 2 4.44 2 2.86 2 2.86 0 0.00 0 0.00 12 5.08 8 3.39 26 6.86
Citrobacter sp. 1 2.22 1 1.43 0 0.00 0 0.00 0 0.00 6 2.54 0 0.00 8 2.11
Edwardsiella tarda 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.42 0 0.00 1 0.26
Enterobacter aerogenes 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.42 0 0.00 1 0.26
Enterobacter cloacae 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.42 0 0.00 1 0.26
Escherichia coli 4 8.89 1 1.43 0 0.00 0 0.00 0 0.00 3 1.27 0 0.00 8 2.11
Hafniaalvei 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.42 0 0.00 1 0.26
Klebsiellaoxytoca 1 2.22 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 3 1.27 0 0.00 4 1.06
Klebsiella sp. 6 13.33 4 5.71 0 0.00 4 14.29 0 0.00 16 6.78 1 0.42 31 8.18
Morganellamorganii 0 0.00 1 1.43 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.42 0 0.00 2 0.53
Morganella sp. 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.42 0 0.00 1 0.26
Pantoeaaglomerans 0 0.00 1 1.43 0 0.00 0 0.00 2 7.14 0 0.00 0 0.00 3 0.79
Proteusmirabilis 1 2.22 0 0.00 0 0.00 0 0.00 2 7.14 0 0.00 2 0.85 5 1.32
Proteus sp. 1 2.22 2 2.86 1 1.43 0 0.00 0 0.00 6 2.54 5 2.12 15 3.96
Proteusvulgaris 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 2 0.85 2 0.53
Providencia alcalifaciens 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Providencia sp. 1 2.22 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.26
Providencia stuartii 1 2.22 0 0.00 0 0.00 0 0.00 2 7.14 1 0.42 0 0.00 4 1.06
Pseudomonas sp. 0 0.00 15 21.43 0 0.00 2 7.14 0 0.00 28 11.86 2 0.85 47 12.40
Salmonella sp. 1 2.22 2 2.86 0 0.00 0 0.00 0 0.00 7 2.97 1 0.42 11 2.90
Salmonella typhi 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Serratiamarcescens 2 4.44 7 10.00 0 0.00 1 3.57 0 0.00 12 5.08 2 0.85 24 6.33
Serratia sp. 3 6.67 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0.42 0 0.00 4 1.06
Shigella sp. 3 6.67 0 0.00 0 0.00 3 10.71 0 0.00 0.42 0 0.00 7 1.85
Yersiniaenterocolitica 0 0.00 2 2.86 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0.85 0 0.00 4 1.06
Yersinia sp. 3 6.67 2 2.86 0 0.00 2 7.14 4 14.29 2 0.85 0 0.00 13 3.43

Ndo identificadas 15 33.33 18 25.71 9 12.86 6 21.43 0.00 0.00 69 29.24 38 16.10 155 40.90

Total 45 100 58 82.86 12 17.14 18 64.29 10 35.71 175 74.15 61 25.85 379 100
Total por coleta 11.87% 15.30% 3.17% 4.75% 2.64% 46.17% 16.09% 100%
Total por amostra 11.87% 18.47% 7.39% 62.27% -
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Tabela 13 — Indices de diversidade e similaridade entre col6nias de espécies de enterobactérias isoladas dos ninhos
de Podocnemis expansa de ambiente natural (Fazenda Alianga, Terra Santa-PA) dispostas por tipo de amostra e
época de coleta

Simpson Shannon Equitabilidade Sorensen

Tipo de amostra Espécies Individuos (D) (H) 0 )
Cloaca 14 30 0,8956 2,436 0,9231 -
e e R oE o
NrotandoDee S O7ER AT 0% gy
o peon 0 ome am 7% s

As frequéncias das 388 bactérias isoladas dos ninhos de P. unifilis de ambiente natural
estdo dispostas por tipo de amostra e época de coleta. As amostras de ovos, assim como nas
amostras de tartaruga-da-Amazonia, apresentaram maior frequéncia total (47,42%), onde o
periodo de desova (75%) demonstrou ser superior ao periodo de eclosdo (25%). No periodo de
desova, as bactérias C. freundii (13,59%), E. coli (9,78%) e Salmonella sp. (7,07%)
apresentaram maior frequéncia, e na época da eclosdo as bactérias Proteus sp.(2,72%) e
novamente Salmonella sp. (1,63%) foram mais frequentes (Tabela 14).

Diferente das amostras de tartaruga-da-Amazonia, as amostras de muco cloacal
representaram a segunda maior frequéncia total (24,74%), sendo E. coli e S. marcescens
(14,58%) e Klebsiella sp. (6,25%) as bactérias mais frequentes. As amostras de areia de ninho
natural representaram frequéncia total de 20,06%, com periodo de desova (82,86%) e eclosdo
(17,14%) (Tabela 14).

Na desova as bactérias C. freundii e Proteus sp. (10%) e E. coli (8,75%), e na eclosdo
foram identificadas S. marcescens (2,50%), Salmonella sp. e P. stuartii (1,25%). Novamente a
frequéncia total das amostras de areia de ninho transferido (7,22%) foi a menor, com desova
(67,86%) superior a eclosdo (32,14%). Na desova foram observadas com mais frequéncia C.
freundii (25%), Citrobacter sp., P. aglomerans, P. stuartii, Pseudomonas sp. e S. marcescens
(3,57%) (Tabela 14).

Os indices de diversidade das colonias de bactérias isoladas dos ninhos de P. unifilis de
ambiente natural demonstrou valor superior nas amostras de ninho natural no periodo de desova
(Shannon = 2,268) em relacdo as demais amostras. Poréem, quando houve comparagédo entre o
mesmo tipo de amostra em épocas diferentes, foi observada variacdo significativa apenas entre
as amostras de ninho natural na desova e na eclosao, segundo o teste t de Hutcheson (p<0,05).
A similaridade entre as amostras de ninho natural, ninho transferido e ovos entre os dois

periodos segundo o indice de Sorensen foi de 40, 25 e 48%, respectivamente (Tabela 15).
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Tabela 14 - Frequéncia das 388 bactérias isoladas dos ninhos de Podocnemis unifilis de ambiente natural (Fazenda Alianga, Terra Santa - PA) dispostas por tipo de amostra e

época de coleta

Cloaca Ninho natural Ninho transferido Ovos Total
Identificagdo Desova Desova Eclosdo Desova Eclosdo Desova Eclosdo
N % N % N % N % N % N % N % N %

Citrobacter freundii 0 0.00 8 10.00 0 0.00 7 25.00 4 14.29 25 13.59 2 1.09 46 11.86
Citrobacter sp. 2 2.08 5 6.25 0 0.00 1 3.57 0 0.00 2 1.09 0 0.00 10 2.58
Edwardsiella tarda 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.54 2 1.09 3 0.77
Enterobacter aerogenes 2 2.08 1 1.25 0 0.00 0 0.00 0 0.00 2 1.09 0 0.00 5 1.29
Enterobacter cloacae 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.54 1 0.26
Escherichia coli 14 14.58 7 8.75 0 0.00 0 0.00 0 0.00 18 9.78 1 0.54 40 10.31
Hafnia alvei 1 1.04 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.54 0 0.00 2 0.52
Klebsiella oxytoca 4 4.17 3 3.75 0 0.00 0 0.00 0 0.00 2 1.09 0 0.00 9 2.32
Klebsiella sp. 6 6.25 3 3.75 0 0.00 0 0.00 0 0.00 3 1.63 0 0.00 12 3.09
Morganella morganii 1 1.04 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.26
Morganella sp. 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Pantoea aglomerans 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 3.57 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.26
Proteus mirabilis 2 2.08 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.54 0 0.00 3 0.77
Proteus sp. 3 3.13 8 10.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 7 3.80 5 2.72 23 5.93
Proteus vulgaris 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Providencia alcalifaciens 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 2 1.09 0 0.00 2 0.52
Providencia sp. 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
Providencia stuartii 0 0.00 1 1.25 1 1.25 1 3.57 0 0.00 0 0.00 0 0.00 3 0.77
Pseudomonas sp. 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 3.57 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.26
Salmonella sp. 3 3.13 3 3.75 1 1.25 0 0.00 1 3.57 13 7.07 3 1.63 24 6.19
Salmonella typhi 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.54 0 0.00 1 0.26
Serratia marcescens 14 14.58 2 2.50 2 2.50 1 3.57 0 0.00 5 2.72 1 0.54 25 6.44
Serratia sp. 2 2.08 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 4 2.17 0 0.00 6 1.55
Shigella sp. 1 1.04 6 7.50 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.54 0 0.00 8 2.06
Yersinia enterocolitica 0 0.00 1 1.25 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.54 2 0.52
Yersinia sp. 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 1 0.54 0 0.00 1 0.26

N3o identificadas 41 42.71 24 30.00 4 5.00 7 25.00 4 14.29 49 26.63 30 16.30 159 40.98

Total 96 100 72 90.00 8 10.00 19 67.86 9 32.14 138 75.00 46 25.00 388 100
Total por coleta 24.74% 18.56% 2.06% 4.90% 2.32% 35.57% 11.86% 100%
Total por amostra 24.74% 20.62% 7.22% 47.42% -
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Tabela 15 - indices de diversidade e similaridade entre col6nias de espécies de enterobactérias isoladas dos ninhos
de Podocnemis unifilis de ambiente natural (Fazenda Alianca, Terra Santa - PA) dispostas por tipo de amostra e
época de coleta

. Simpson  Shannon  Equitabilidade Sorensen
Tipo de amostra

Espécies Individuos (D) (H") )] (S"
Cloaca 13 55 0,841 2,147 0,837 -
Ninho natural - Desova 12 48 0,8819 2,268 0,9126 0,4
Ninho natural - Eclosdo 3 4 0,625 1,04 0,9464
Ninho transferido -Desova 6 12 0,625 1,35 0,7533 0,25
Ninho transferido - Eclosdo 2 5 0,32 0,5004 0,7219
ovos — Desova 17 89 0,8436 2,22 0,7836 0,48
Ovos — Eclosdo 8 16 0,8203 1,89 0,9091

As frequéncias das 212 bactérias isoladas dos ninhos de P. expansa de ambiente de
cativeiro (Fazenda Bicho do Rio, Iranduba-AM) estdo dispostas por tipo de amostra e época de
coleta. As amostras de ovos, assim como em ambiente natural, apresentaram maior frequéncia
total (48,11%), onde o periodo de desova (52,94%) demonstrou ser superior ao periodo de
eclosdo (47,06%). Nos periodo de desova, as bactérias Yersinia sp. (5,88%), E. coli (3,92%) e
Proteus sp. (2,94%) tiveram destaque, enquanto que na época da eclosédo as bactérias Klebsiella
sp. e Shigella sp.(4,90%) e E. coli, P. aglomerans, P. alcalifaciens e Y. enterocolitica (2,94%)
como mais frequentes (Tabela 16).

As amostras de areia de ninho natural apresentaram a segunda maior frequéncia total
(30,66%), e as suas épocas de coleta e desova representaram 100% desse tipo de amostra, pois
as amostras referentes ao periodo de eclosdo néo tiveram crescimento em placa. Portanto, no
periodo da desova as bactérias mais frequentes foram E. coli e Shigella sp. (9,23%), Proteus
sp. e Serratia sp. (3,08%), Klebsiella sp. (8%) e C. freundii, Hafnia alvei, Morganella sp.,
Proteus sp. e S. marcescens (4%) como bactérias mais frequentes. A menor frequéncia total das
amostras de areia de ninho transferido (9,44%), com desova (15%) inferior a eclosdo (85%).
No periodo de desova foi observado apenas o género Y. enterocolitica (15%) e na ecloséo C.
freundii, E. coli, K. oxytoca, Klebsiella sp., Proteus sp., P. stuartii, Y. enterocolitica e Yersinia
sp. (5%) (Tabela 16).

Os indices de diversidade das coldnias de bactérias isoladas dos ninhos de P. expansa de
ambiente de cativeiro demonstrou valor superior nas amostras de ovos no periodo de eclosédo
(Shannon = 2,333) em relacéo as demais amostras. Além disso, quando houve comparacéo entre
0 mesmo tipo de amostra em épocas diferentes, foi identificada apenas variacdo significativa
entre as amostras de ovo na desova e na ecloséo, segundo o teste t de Hutcheson (p<0,05). A
similaridade entre as amostras de ninho transferido e ovos entre os dois periodos segundo 0

indice de Sorensen foi de 22,22 e 52,63%, respectivamente (Tabela 17).
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Tabela 16 - Frequéncia das 212 bactérias isoladas dos ninhos de Podocnemis expansa de ambiente de cativeiro (Fazenda Bicho do Rio, Iranduba - AM) dispostas por tipo de amostra e época
de coleta

Cloaca Ninho natural Ninho transferido Ovos Total
Identificagdo Desova Desova Eclosdo Desova Eclosdo Desova Eclosdo
N % N % N % N % N % N % N % N %
Citrobacter freundii 1 4,00 1 1,54 0 0,00 0 0,00 1 5,00 0 0,00 1 0,98 4 1,89
Citrobacter sp. 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Edwardsiella tarda 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Enterobacter aerogenes 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Enterobacter cloacae 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Escherichia coli 0 0,00 6 9,23 0 0,00 0 0,00 1 5,00 4 3,92 3 2,94 14 6,60
Hafnia alvei 1 4,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,47
Klebsiella oxytoca 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 5,00 0 0,00 0 0,00 1 0,47
Klebsiella sp. 2 8,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 5,00 0 0,00 5 4,90 8 3,77
Morganella morganii 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Morganella sp. 1 4,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,98 2 0,94
Pantoea aglomerans 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 1,96 3 2,94 5 2,36
Proteus mirabilis 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Proteus sp. 1 4,00 2 3,08 0 0,00 0 0,00 1 5,00 3 2,94 2 1,96 9 4,25
Proteus vulgaris 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,98 1 0,47
Providencia alcalifaciens 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 3 2,94 3 1,42
Providencia sp. 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Providencia stuartii 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 5,00 0 0,00 2 1,96 3 1,42
Pseudomonas sp. 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Salmonella sp. 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Salmonella typhi 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,98 1 0,47
Serratia marcescens 1 4,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,47
Serratia sp. 0 0,00 2 3,08 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,98 0 0,00 3 1,42
Shigella sp. 1 4,00 6 9,23 0 0,00 0 0,00 1 5,00 1 0,98 5 4,90 14 6,60
Yersinia enterocolitica 0 0,00 0 0,00 0 0,00 3 15,00 1 5,00 2 1,96 3 2,94 9 4,25
Yersinia sp. 7 28,00 1 1,54 0 0,00 0 0,00 0 0,00 6 5,88 0 0,00 14 6,60
N3o identificadas 10 40,00 47 72,31 0 0,00 0 0,00 9 45,00 35 34,31 18 17,65 119 56,13
Total 25 100,00 65 100,00 0 0,00 3 15,00 17 85,00 54 52,94 48 47,06 212 100,00

Total por coleta 11,79% 30,66% 0,00% 1,42% 8,02% 25,47% 22,64% 100

Total por amostra 11,79% 30,66% 9,44% 48,11% -
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Tabela 17 - Iindices de diversidade e similaridade entre colonias de espécies de bactérias isoladas dos ninhos de
Podocnemis expansa de ambiente de cativeiro (Fazenda Bicho do Rio, Iranduba - AM) dispostas por tipo de
amostra e época de coleta

. Equitabil
Tipo de amostra Simpson Shannon Equitabilidade

Espécies Individuos (D) (H") )] Sorensen (S')
Cloaca Desova 8 15 0,7378 1,708 0,8212 -
Ninho nat Desova 6 18 0,7469 1,542 0,8605
Ninho nat Eclosao - - - - -
Ninho transf Desova 1 3 0 0 0
_ ~ 0,222222222
Ninho transf Eclosdo 8 8 0,875 2,079 1
ovos Desova 7 19 0,8033 1,767 0,9083
R 0,526315789
Ovos Eclosao 12 30 0,8911 2,333 0,9388

As frequéncias das 84 bactérias isoladas do ninho de P. unifilis de ambiente natural
também estdo dispostas por tipo de amostra e por época de desova, com auséncia de coleta no
periodo de eclosdo. As amostras de ovos, assim como nas amostras de tartaruga-da-Amazonia
desse ambiente, apresentaram maior frequéncia total (34,52%), onde o periodo de desova foi
observado a presenca de P. aglomerans e Shigella sp. (10,34%) e E. coli e Y.enterocolitica
(6,90%) com maior frequéncia(Tabela 18).

As amostras de areia de ninho natural apresentaram frequéncia de 30,95%, com maior
ocorréncia das bacterias Y. enterocolitica (19,23%), E. coli (15,38%) e Proteus sp., P. stuartii
e Serratia sp., (3,58%). As bactérias relativas ao ninho transferido representaram 21,42% da
frequéncia total, evidenciando a maior ocorréncia de Klebsiella sp., (22,22%) e Shigella sp.
(16,67%), Pseudomonas sp., e Yersinia sp., (11,11%). Diferente das demais coletas, as amostras
de muco cloacal demonstraram menor frequéncia total (13,11%), com a ocorréncia das
bactérias Shigella sp., (18,18%) e E. coli e P. aglomerans (9,09%) (Tabela 18).
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Tabela 18 - Frequéncia das 84 bactérias isoladas dos ninhos de Podocnemis unifilis de ambiente de cativeiro (Fazenda Bicho do Rio, Iranduba-AM) dispostas por tipo de amostra e época de coleta

Cloaca Ninho natural Ninho transferido Ovos Total
Identificagdo Desova Desova Eclosdo Desova Eclosdo Desova Eclosdo
N % N % N % N % N % N % N % N %
Citrobacter freundii 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Citrobacter sp. 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Edwardsiella tarda 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Enterobacter aerogenes 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Enterobacter cloacae 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Escherichia coli 1 9,09 4 15,38 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 6,90 0 0,00 7 3,30
Hafnia alvei 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Klebsiella oxytoca 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 3,45 0 0,00 1 0,47
Klebsiella sp. 0 0,00 0 0,00 0 0,00 4 22,22 0 0,00 1 3,45 0 0,00 5 2,36
Morganella morganii 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Morganella sp. 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Pantoea aglomerans 1 9,09 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 3 10,34 0 0,00 4 1,89
Proteus mirabilis 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Proteus sp. 0 0,00 1 3,85 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 3,45 0 0,00 2 0,94
Proteus vulgaris 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Providencia alcalifaciens 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Providencia sp. 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Providencia stuartii 0 0,00 1 3,85 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,47
Pseudomonas sp. 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 11,11 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 0,94
Salmonella sp. 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Salmonella typhi 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Serratia marcescens 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 5,56 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 0,47
Serratia sp. 0 0,00 1 3,85 0 0,00 0 0,00 0 0,00 1 3,45 0 0,00 2 0,94
Shigella sp. 2 18,18 2 7,69 0 0,00 3 16,67 0 0,00 3 10,34 0 0,00 10 4,72
Yersinia enterocolitica 0 0,00 5 19,23 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 6,90 0 0,00 7 3,30
Yersinia sp. 0 0,00 0 0,00 0 0,00 2 11,11 0 0,00 1 3,45 0 0,00 3 1,42
N3o identificadas 7 63,64 12 46,15 0 0,00 6 33,33 0 0,00 14 48,28 0 0,00 39 18,40
Total 11 100,00 26 100,00 0 0,00 18 100,00 0 0,00 29 100,00 0 0,00 84 39,62
Total por amostra 13,11% 30,95% 21,42% 34,52% -
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Os indices de diversidade das coldnias de bactérias isoladas dos ninhos de P. unifilis de
ambiente de cativeiro expressaram valor superior nas amostras de ovos no periodo de desova
(tnico periodo que houve identificacdo de colbnias, com o ninho transferido para a area da
chocadeira artificial apos a coleta) (Shannon = 2,084) em relacdo as demais amostras. Quando
houve comparacdo entre as amostras desse mesmo periodo, foi identificada variacéo
significativa entre as amostras de ovo e cloaca e ovo e areia do ninho transferido, segundo o
teste t de Hutcheson (p<0,05). Houve baixa similaridade entre as col6nias identificadas nas

diferentes amostras segundo o indice de Sorensen de 8,69% (Tabela 19).

Tabela 19 - indices de diversidade e similaridade entre col6nias de bactérias isoladas dos ninhos de Podocnemis
unifilis de ambiente de cativeiro (Fazenda Bicho do Rio, Iranduba - AM) dispostas por tipo de amostra e época de
coleta

Tipo de amostra Simpson Shannon Equitabilidade Sorensen

Espécies Individuos (D) (H") () (S"
Cloaca 3 4 0,625 1,04 0,9464
Ninho natural - Desova 6 14 0,7551 1,569 0,8758 0,086957
Ninho transferido - Desova 5 12 0,7639 1,517 0,9426
Ovos - Desova 9 15 0,8622 2,084 0,9484

Os indices de diversidade das col6nias de bactérias isoladas de amostras de muco cloacal
de P. expansa e P. unifilis dos dois ambientes de coleta, demonstraram valores superiores nas
amostras de P. unifilis de cativeiro (Shannon = 2,147) e P. expansa de ambiente natural
(Shannon = 2,436), onde foi verificado diferenca significativa nas comparac¢des de amostras
das duas espécies em ambientes diferente, segundo o teste t de Hutcheson (p<0,05). A
similaridade entre as amostras de P. expansa e P. unifilis nos dois diferentes ambientes, segundo

o indice de Sorensen foi de 54,54 e 25%, respectivamente (Tabela 20).

Tabela 20 - indices de diversidade e similaridade entre colonias de espécies de bactérias isoladas de amostras de
muco cloacal de Podocnemis unifilise P.expansa de ambiente natural (Fazenda Alianca, Terra Santa - PA) e
cativeiro (Fazenda Bicho do Rio, Iranduba - AM)

Shannon Equitabilidade
(H) ()

Amostra de cloaca Espécies Individuos Simpson (D) Sorensen (S')

P. expansa de

Ambiente Natural 14 30 08956 2,436 05231

Al 0,545454545
- EXp e 3 15 0,7378 1,708 0,8212

Cativeiro

P. ur_ufllls de 13 55 0,841 2,147 0,837

Ambiente Natural 0,25

P. unifilis de 3 4 0,625 1,04 0,9464

cativeiro
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5.2 Variaveis de biometria das matrizes, das caracteristicas dos ninhos, dos indices de

eclosdo e do nimero de coldnias de bactérias nas amostras

Foram realizadas as analises estatisticas descritivas das variaveis biométricas das
matrizes, das caracteristicas dos ninhos e indices de eclosdo. As tabelas 21, 22 e 23 apresentam

os resultados dessas analises.

Tabela 21 - Dados biométricos e peso das matrizes de P. expansa de ambiente natural (Fazenda Alianca, Terra
Santa - PA) e cativeiro (Fazenda Bicho do Rio, Iranduba - AM)

Comp.
Carapaca Larg Carapaca Comp Plastrdo Larg PLastrdo Altura Peso Idade
(cm) ** (cm)* (cm)* (cm)* (cm)**  (kg)* (anos)
Matrizes tartaruga (P. expansa) na natureza (N=5)
Média 24,3+10,9 27,34, 17,442,
+DP 65,0843,45° 48,5+3,08° 54,2+2,77°  36,98+2,74° 52 29b 51
Max 68,5 52 57 41,5 25,3 32 21
Min 61,2 44 51 34,2 23 24 15
Matrizes tartaruga (P. expansa) em cativeiro (N=8)
Média 16,3742, 33,21+3 16,29+2
+DP 73,043,89°  53,25+#3,06° 57,87+2,23* 40,62+2,87° 87° ,91a ,93
Max 78 57 60 44 22 37,39 21
Min 67 48 54 37 13 25,75 13

*- Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Tuckey; ** - Médias
seguidas de letras diferentes nas colunas diferem significativamente (P<0,01) pelo teste de Tuckey. DP=desvio padrdo.

As tartarugas de cativeiro no Iranduba foram maiores em comprimento (P=0,003) e
largura da carapaca (P=0,02), comprimento (P=0,023) e largura de plastrdo (P=0,045) e mais
pesadas (P=0,027) que as tartarugas matrizes ambiente natural, que entretanto, foram mais altas,
menos achatadas (P=0,0001). N&o houve diferenca significativa quanto a idade dos animais. A
figura 22 apresenta o histograma da distribuicdo em comprimento de carapaca, e a figura 23

mostra o histograma da distribuigdo em peso.
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Histograma de Comprimento da Carapaca (cm)

4 ! mm Cativeiro
Natural

N

Frequency

60,0 62,5 65.0 675 700 725 75,0 775
Comp Carap

Figura 22 - Histograma de comprimento da carapaca

4 m  Cahvela
m Nalurd

Frequéncia
g

24 28 28 0 32 4 % 3
Peso (kg)

Figura 23 - Histograma de Peso das matrizes

Tabela 22 -Caracteristicas dos ninhos de P. expansa em area natural de desova de ambiente natural (Fazenda
Alianca, Terra Santa - PA) e cativeiro (Fazenda Bicho do Rio, Iranduba - AM)

Dist Dist Larg Prof Prof Peso
N. Agua  Vegetagdo Ninho Ninhol Total Comp Ovo Ovo Biomassa
ovos*  (m) (m)* (cm) (cm)* (cm) (mm)**  (g) Ovo (g)

Ninhos de tartaruga (P. expansa) na natureza (N=5)
Médi 88,01 21,25+ 17,3445,4 13,0+0,7 43,645,22 59,445, 39,5+0,98 34,15+ 2957,8+1
atDP  3,17° 9,07 5 1 b 37 @ 4,68 29,4
Min 67 12 12,35 12 38 52 38,6 30,84  2836,6
Max 102 30 23 14 52 67 41,1 42,34 3145,3
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Ninhos de tartaruga (P. expansa) transferidos da praia para chocadeira (N=5)
Médi 88,613 16,4+7 23,78t14, 18,8+9,7 54,2+6,1a 51,4+29 39,8t0,99 34,9+3 3109,3+1

atDP 6,4° )31 16 8 b ,66 a 55 332,4
Min 25 10 2,92 12 45 60 38,4 32,61 840,7
Max 117 27,3 37 35 62 77 41,2 41,12 42354

Ninhos de Matrizes tartaruga (P. expansa) em cativeiro (N=8)
Médi 120,75 12,0+5 11,25+1,1 16,87+2, 39,8749,5 59,381 37,5+0,99 34,74+ 4292,9+7

atDP +17,33° ,5 6 8 8b 2,07 b 1,3 76,7
Min 96 5 10 13 22 45 36,8 33,5 3433,7
Max 148 20 13 22 50 86 39 359 53185

*- Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Tuckey; ** - Médias
seguidas de letras diferentes nas colunas diferem significativamente (P<0,01) pelo teste de Tuckey. DP=desvio padrao.

Quanto as caracteristicas dos ninhos, os ninhos de matrizes de tartaruga em cativeiro
tiveram maior quantidade de ovos (P=0,033) mas tiveram ovos menores (P=0,014) e tiveram
uma tendéncia a serem mais perto da vegetacdo (P=0,048) e serem mais rasos (P=0,017) do que
o0s da praia natural ou dos ninhos transferidos para chocadeira. Ndo houve diferenca quanto ao
peso do ovo nem a biomassa total da desova. A figura 24 mostra o histograma do nimero de
ovos de cada grupo. E a figura 25 mostra os dados das médias e distribui¢do dos pesos dos ovos

dos diferentes grupos.

Chocadeira
Natural

cal

Cativeiro ’

Frequéncia

20 40 80 80 100 120 140
Nimero de ovos

Figura 24 - Histograma do nuimero de ovos dos ninhos de tartaruga (P. expansa) dos diferentes
tratamentos/grupos
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Boxplots of Peso Ovo by Tipo Nin

(means are indicaed by solid ciecles)
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Figura 25 - Boxplot da variavel peso do ovo entre os diferentes tratamentos

Tabela 23 - Caracteristicas dos ninhos de P. expansa de ambiente natural (Fazenda Alianca, Terra Santa - PA) e
cativeiro (Fazenda Bicho do Rio, Iranduba - AM)

Dist. Dist. Larg. Prof.
N° de Agua Vegetagcdo Ninho Prof. Ninho Total Comp. Ovo Peso Biomassa
ovos* (m) (m)* (cm) 1(cm)* (cm) (mm)** Ovo (g) Ovo (g)
Ninhos de tartaruga (P. expansa) na natureza (N=5)
Médi 88,0+13 21,259 13,0+0,7 59,415,3 34,15+ 2957,8+1
azDP 7P ,07 17,3445,45 1 43,615,22b 7 39,5+0,98° 4,68 29,4
Min 67 12 12,35 12 38 52 38,6 30,84 2836,6
Max 102 30 23 14 52 67 41,1 42,34 3145,3
Ninhos de tartaruga (P. expansa) transferidos da praia para chocadeira (N=5)
Médi 88,6136 16,4+7, 23,78+14,1 18,849,7 51,4+29, 34,9+3 3109,3+1
azDP ,A° 31 6 8 54,2+6,1ab 66 39,8+0,99° ,55 3324
Min 25 10 2,92 12 45 60 38,4 32,61 840,7
Max 117 27,3 37 35 62 77 41,2 41,12 4235,4
Ninhos de Matrizes tartaruga (P. expansa) em cativeiro (N=8)

Médi 120,75+ 12,045, 16,87+2, 39,8749,58 59,38+1 34,74+ 4292,9+7
atDP 17,332 5 11,25%1,16 8 b 2,07 37,5+0,99° 1,3 76,7
Min 96 5 10 13 22 45 36,8 33,5 3433,7
Max 148 20 13 22 50 86 39 35,9 5318,5

*- Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Tuckey; ** - Médias
seguidas de letras diferentes nas colunas diferem significativamente (P<0,01) pelo teste de Tuckey. DP=desvio padréo.
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Quanto as caracteristicas dos ninhos, os ninhos de matrizes de tartaruga em cativeiro
(Tabela 23) tiveram maior quantidade de ovos (P=0,033) mas tiveram ovos menores (P=0,014)
e tiveram uma tendéncia a serem mais perto da vegetacdo (P=0,048) e serem mais rasos
(P=0,017) do que os da praia natural ou dos ninhos transferidos para chocadeira. Nao houve
diferenca quanto ao peso do ovo nem a biomassa total da desova. A figura 26 mostra o
histograma do numero de ovos de cada grupo. E a figura 27 mostra os dados das médias e
distribuicdo dos pesos dos ovos dos diferentes grupos.
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Figura 26 - Histograma do ndmero de ovos dos ninhos de P. expansa dos diferentes

tratamentos/grupos
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Figura 27 - Boxplot da variavel peso do ovo entre os diferentes tratamentos



61

Tabela 24 - indices de eclos&o e sucesso reprodutivo e temperatura e amplitude térmica dos ninhos de P.expansa
de ambiente natural (Fazenda Alianga, Terra Santa - PA) e cativeiro (Fazenda Bicho do Rio, Iranduba - AM)

Dias
Incubagdo* Filhote Ovo Ovo Tx Eclosdo Temp Ninho Amplitude
* Vivo** Fungado** Gorado** (%) ** (°C)** (°C)
Ninhos de tartaruga (P. expansa) na natureza (N=5)
Média
+DP 55,4+0,89° 72,6+17,5° 1,8+2,49° 7,8+7,6° 83,7t+20,8°  32,5240,41°  6,2+2,1°
Min 55 45 0 1 47,4 32,19 4,86
Max 57 88 6 20 98,5 33,19 9,85
Ninhos de tartaruga (P. expansa) transferidos da praia para chocadeira (N=5)
Média 43,6+27,14 15,4+12,97 12,2+7,22
+DP 56,8+1,8? ab b ® 58,4+18,5%°  28,99+1,14° 14,7+4,8°
Min 56 13 1 2 34,7 27,3 10,01
Max 60 87 30 20 81,3 30,03 22,06
Ninhos de Matrizes tartaruga (P. expansa) em cativeiro (N=8)
Média 32,13+20,9 82,2527, 12,97+0,5
+DP 62,743,2° 5% 0,0%0,0° 77°  28,4+20,1°  29,74+0,4® e
Min 61 17 0 38 0 27,29 0,0
Max 68 62 0 116 50,44 29,74 12,97

*- Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Tuckey; ** - Médias
seguidas de letras diferentes nas colunas diferem significativamente (P<0,01) pelo teste de Tuckey. DP=desvio padrao.

A andlise do sucesso reprodutivo ou dos indices de eclosdo e da temperatura média dos
ninhos apresentada na tabela 24, mostrou que em cativeiro, o tempo de incubacao foi maior
(P=0,0001), nasceram menos filhotes (P=0,018), tiveram menos ovos fungados (P=0,003), mas
tiveram maior quantidade de ovos gorados ou inviaveis (P=0,0001), o que resultou numa menor
taxa de eclosdo (P=0,001) do que os ninhos naturais e 0s ninhos transferidos para chocadeira.
Outro fator que provavelmente colaborou para uma menor taxa de eclosdo nos ninhos em
cativeiro é que a temperatura de incubagdo foi menor (P=0,001) que dos ninhos naturais,
embora fosse similar aos ninhos da chocadeira.

Pelo teste de Kruskal-Wallis, o nimero de dias de incubacdo também foi menor nos
ninhos naturais (55 dias; P=0,001) do que nos de chocadeira ou de cativeiro, sendo que nestes
ninhos naturais a temperatura média foi maior (32,33°C; P=0,023) que nos outros tipos de
ninhos. A taxa de eclosdo também foi maior nos ninhos naturais (Mediana= 92,2%; P=0,007)
do que nos ninhos da chocadeira (Mediana=52,3%) e do cativeiro (Mediana=20,1%).

Buscou-se quantificar o namero de colbnias de bactérias nas placas de Petri, durante o
processo de multiplicacdo para posterior identificacdo dos tipos de enterobactérias. A partir de
400 colbnias por placa foram consideradas incontaveis. A tabela 25 mostra 0 nimero de

colbnias de bactérias por tipo de amostras coletadas nas matrizes, ninhos e ovos.
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Tabela 25 - Numero de coldnias de bactérias em placas de Petri de amostras de swab cloacal de matrizes e areia
e ovos de ninhos de P.expansa de ambiente natural (Fazenda Alianga, Terra Santa - PA) e cativeiro (Fazenda
Bicho do Rio, Iranduba - AM)

Areia do
Swab Areia do Ovo externo Ovo Interno Total na Total na

. . ninho/chocadeir ~
Cloacal ninho/praia a (casca) (gema-+clara) desova**  eclosdo**

Ninhos de tartaruga (P. expansa) na natureza (N=5)

“ﬁ%d;a 341 311,87 - 4,4+1,82 3,6£1,95  12,882,77°  2,6£1,14°
Ninhos de tartaruga (P. expansa) transferidos da praia para chocadeira (N=5)
'\/'Jr;d;a 3,241,3 441 2,240,84 7,63,13 6£3,32 23,0£7,0°  3,61,14°
Ninhos de Matrizes tartaruga (P. expansa) em cativeiro (N=8)
Média 3,75%3, 12,75+¢4,11 10,25%4,35
. + + .
DP o 4,25+2,36 4,75+3,3 ; .

*- Médias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de Tuckey; ** - Médias
seguidas de letras diferentes nas colunas diferem significativamente (P<0,01) pelo teste de Tuckey. DP=desvio padréo.

Pela analise do numero de col6nias de bactérias na amostra verificou-se que ndo houve
diferenca significativa nas amostras de swab cloacal, areia do ninho, parte externa (casca) e
interna do ovo (clara+tgema) entre os ninhos naturais, transferidos para chocadeira e de
cativeiro. Contudo, quando somamos os totais de col6nias de bactérias nas amostras coletadas
na desova e na eclosdo, observou-se que houve diferenca significativa no total de col6nias dos
ninhos transferidos que foram muito maiores na desova (Numero total de coldnias = 23,0;
P=0,013) do que os dos ninhos naturais e de cativeiro. Entretanto, 0 numero total de colonias
nas amostras da eclos@o foi muito maior nos ninhos de cativeiro (10,25; P=0,002) do que nos
ninhos naturais e transferidos para chocadeira. Esses resultados foram confirmados pelo teste
de Kruskal-Wallis, sendo o numero total de col6nias na desova maior nos ninhos da chocadeira
(23; P=0,032) do que nos ninhos naturais e de cativeiro. E na ecloséo, 0s ninhos de cativeiro
foram os que tiveram maior nimero de colbnias de bactérias em suas amostras (11,5; P=0,025)
do que os outros ninhos.

Quando se verificou pela ANOVA se as variaveis relativas ao nimero de coldnias de
bactérias nas amostras de SWAB, areia da praia, areia da chocadeira, casca do ovo
influenciariam a taxa de eclosdo, nao foram encontrados valores significativos (Pillai’s=0,758;
0,109; 0,151; e 0,449, respectivamente). Tampouco o0 nimero total de colbnias de bactérias na
desova (Pillai’s=0,758) e na eclosao (Pillai’s=0,280) parecem influenciar a taxa de eclosao.

O que parece indicar que os fatores que levam os ovos a se tornarem inviaveis (gorados),
reduzindo o nimero de filhotes nascidos e a taxa de ecloséo, estdo muito mais ligados a algumas
caracteristicas do ninho (como o nimero de ovos e a profundidade do ninho) e ao clima
(temperatura meédia) que acabam afetando o tempo de incubagdo, do que a quantidade e

diversidade de bactérias na cloaca, no substrato dos ninhos ou nos ovos.
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Por isso, 0s ninhos transferidos para as chocadeiras, como foram provenientes de ninhos
mais distantes da vegetacdo (mais perto da agua), mais profundos e com menor temperatura de
incubacdo, tiveram também ovos mais fungados e, com isso maior quantidade de coldnias de
bactérias na desova. Ou seja, 0s ovos estavam em condi¢Bes mais propicias a contaminacao
bacteriana na desova pelas caracteristicas originais dos ninhos e, também, possivelmente, pela
manipulacdo excessiva dos ovos durante a transferéncia.

J& 0s ninhos de cativeiro, tiveram maior contaminacdo na eclosao, como resultado de
um nimero muito maior de ovos gorados, em funcdo de ninhos mais rasos (falta de maior altura
na coluna de areia da praia em relacdo ao nivel da agua, praias baixas), menor temperatura de
incubacdo e, com isso, maior tempo de incubacgdo. Tudo isso afetando muito mais a taxa de

eclosdo do que uma contaminacéo inicial.

5.3 Alometria reprodutiva das tartarugas e relagdes com os microrganismos das amostras

Para verificar as relagbes entre todas variaveis analisadas anteriormente, realizamos
analise de correlacdo e depois testamos regressdes entre as relacGes mais significativas. Todas
as variaveis analisadas apresentavam dados dentro da distribuigdo normal.

Apos a realizacdo das correlacdes de Spearman (vide quadro em Anexo) entre todas as
variaveis testadas foram encontradas 302 correlacdes (Spearman>0,5) que foram testadas para
regressdo linear e quadratica.

Encontramos regressoes significativas (P<0,01; R2>50%) entre as varidveis biométricas
Largura de carapaca X Largura de plastrdo (R2=71,2%), comprimento da carapaca X peso
(R2=58,2%), comprimento de plastrdo X peso (R2=88%), conforme vemos nas figuras 28-A,
28-B e 28-C.
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Figura 28 - A) Regressdo entre a Largura da carapaga X Largura de plastrdo das matrizes; B) Regressao entre o
comprimento da carapaca X peso das matrizes; C) Regressdo entre o comprimento de plastrdo X peso das
matrizes;D) Regressdo da Largura do Plastrdo X Idade das matrizes; E) regressdo da ldade das matrizes X NUmero
de ovos; F) Regressdo Numero de Ovos X comprimento da carapacga das matrizes; G) Regresséo entre largura do
plastrdo das matrizes X NUmero de ovos Gorados; H) Regresséo entre a taxa de ecloséo e a largura da carapaga
das matrizes.

Também encontramos regressao significativa entre a idade do animal e o nimero de
ovos (R2=56,1%)- Fig.28-E, a idade e a largura da carapaca (R2=50,4%)- Fig.28-D, a idade e
0 peso do animal (R2=56,5%), sendo que animais mais velhos foram mais pesados, mas
apresentaram tendéncia a colocar menos ovos (Fig.28-F). Animais com maior comprimento de
carapaca e maior peso tiveram uma tendéncia a ter menor quantidade de filhotes vivos
(R2=32% e 40%, respectivamente). Animais com plastrdo mais largo tiveram uma tendéncia a
terem ninhos com mais ovos gorados (R2=34%) — Fig.28-G.

Quando analisamos as regressdes entre as caracteristicas dos ninhos verificou-se que
Ninhos mais proximos a 4gua tiveram tendéncia a ter maior niumero de ovos (R2=41%), animais
com maior plastrdo e maior peso tiveram tendéncia a fazer ninhos mais rasos (R2=32% e
R2=39%, respectivamente). Ovos maiores também foram significativamente mais pesados
(R2=67%) e ninhos com maior numero de ovos tiveram maior biomassa (R2=86%) - Fig.23-E.
Ninhos com maior biomassa de ovos foram mais profundos (R2=71%) — Fig.29-F. Ninhos mais
largos tiveram maior nimero de dias de incubagdo (R2=71%) e maior quantidade de ovos
fungados (R2=51%) e gorados (R2=46%), ninhos mais fundos tiveram maior quantidade de
ovos fungados (R2=48%)- Fig.29-A, 23-B, 29-C, respectivamente. E o numero de dias de
incubacdo influenciou a quantidade de ovos fungados (R2=43%), bem como uma maior
quantidade de ovos e maior biomassa por ninho influenciou huma maior quantidade de ovos
gorados (R2=31% e R2=48%, respectivamente). Ninhos mais perto da agua tiveram maior
quantidade de ovos gorados (R2=65%) -Fig.29-D. Ovos fungados estiveram diretamente

relacionados aos ovos gorados (R2=46%).
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Figura 29 - A) Regressao largura do ninho X dias de incubacdo; B) Regressdo largura do ninho X Ndmero de
ovos fungados; C) Regressdo Numero de ovos fungados X Profundidade do Ninho; D) NUmero de ovos gorados
X Namero de colbnias de Bactérias na parte interna (gema + casca) do Ovo; E) Regressdo Numero de Ovos X
Biomassa de ovos; F) Regressdo Biomassa de ovos X profundidade total; G) regressdo entre Ndmero de ovos
fungados X dias de incubacdo; H) Regressdo entre Nimero de ovos X Nimero de Ovos gorados.

Quando analisamos a taxa de eclosdo em si, verificamos que existe regressdo entre a
taxa de eclosdo e 0 numero de dias de incubacdo (P=0,002) — Fig. 4.B, com uma tendéncia de
que a taxa de eclosdo seja menor quanto maior forem os dias de incubagdo (R2=45%). Isso esta
ligado ao fato de que ninhos mais quentes tendem também a ter uma maior taxa de ecloséo
(R2=47%), porque ha um menor tempo de incubagdo, R2=52% (os filhotes nascem mais
rapido) — Figura 30. E em ninhos mais quentes, tendem a nascer mais filhotes (R2 linear=47%;
R2 quadratica=65%) — Fig. 31-A e 31-B. Ninhos mais quentes tendem a ter menos ovos
fungados (R2=39%). Quanto maior a amplitude térmica média dos ninhos, houve uma

tendéncia de termos mais filhotes vivos (R2=44%) e maior taxa de eclosédo (R2=48%).
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Figura 30 - Regressdo entre a taxa de eclosdo e a temperatura média dos ninhos de tartarugas
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Figura 31 - A e B: Regressdo linear e quadrtica entre a temperatura média do ninho X nimero de filhotes de
tartarugas vivos

A taxa de eclosdo também pode ser afetada pelo tamanho do animal, sendo que animais
com maior largura de carapaca e de plastrdo tendem a ter uma menor taxa de eclosdo (R2=41%
e 43%, respectivamente). Ninhos mais largos, também tem uma menor taxa de eclosdo
(R2=72%) - Figura 32-A. Ninhos com maior taxa de eclosdo, logicamente tem maior nimero
de filhotes vivos (R2=49%) e quantos mais ovos atacados por fungo temos em um ninho, menor
é a taxa de eclosdo (R2=72%). E quanto mais ovos inviaveis (gorados) menor a taxa de ecloséo
(R2=77%).
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Figura 32 - Regressdo entre a taxa de eclosdo e as variaveis: A) Largura do Ninho; B) Dias de incubagdo; C) Ovos
fungados; D) Ovos Gorados

Na analise do nimero de coldnias de bactérias em cada tipo de amostra, encontramos

relacdo entre a quantidade total de ovos no ninho e o nimero de coldnias de bactérias na parte

interna dos ovos (R2=67%), ou seja, quantos mais 0vos nos ninhos, mais ovos estragam (goram)

e entdo temos uma maior quantidade de bactérias dentro dos ovos (Figura 33). Também existe

uma tendéncia entre um maior nimero de bactérias na cloaca das matrizes e um maior nimero

de dias de incubacdo (R2=30%), embora essa seja uma relacdo fraca. Mais quanto mais

contaminada foi a cloaca houve uma tendéncia de termos mais ovos fungados (R2=46%). Mas

ndo houve relacdo entre a taxa de eclosdo e o nimero de bactérias do swab cloacal.
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Figura 33 - Regressdo entre o nimero de ovos no ninho X Numero de colbnias de bactérias na parte
interna do ovo na desova

Animais mais velhos tenderam a ter a areia de seus ninhos com maior nimero de
bactérias (R2=43%) e ninhos mais distantes da vegetacdo, ou seja, mais perto da dgua, tenderam
a ter maior contaminacao por bactérias na casca do ovo (R2 quadratica=52%) e maior nimero

total de bactérias na desova (R2=32%). Figuras 34-A. e 34-B.
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Figura 34 - Regressdo entre a distancia da vegetacdo e: A) NUmero de bactérias na casca do ovo; B)

Ndmero de bactérias total na desova
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Em ninhos mais quentes encontramos uma tendéncia a ter mais bactérias na parte
externa do ovo (casca) — R2=44%, mas menos bactérias na parte interna do ovo (R2=45%),
com isso 0 nimero total de col6nias de bactérias na desova foi menor nos ninhos mais quentes
(R2=56%), o0 que certamente contribuiu, para uma maior taxa de eclosdo e filhotes vivos.
Também se verificou que numero total de coldnias de bactérias na eclosdo foi influenciado pela
temperatura do ninho (R2 quadratica=59%). Figura 35-A a 35-D.
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Figura 35 - Regressdo entre a temperatura do ninho e as variaveis: A) Numero total de colnias de bactérias na
desova; B) Numero total de col6nias de bactérias na eclosdo; C) NUmero de bactérias na casca do ovo; D) NGmero
de bactérias na parte interna (gema) do ovo

O numero total de colbnias de bactérias na desova foi mais influenciado pelo nimero
de bactérias dentro do ovo (R2=69%) e da casca (R2=76%) do que pelo numero de colbnias
nas amostras da areia dos ninhos (R2=31%), mostrando que a contaminacdo era menos pelo

substrato do ninho e mais pelos fato dos ovos se tornarem inviaveis por outros fatores ligados
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a temperatura do ninho e ao numero total de ovos, por exemplo. O nimero total de bactérias na

eclosdo foi maior nos ninhos mais largos (R2=59%) e profundos (R2=41%).

5.4 Resultados do experimento de tempo de prateleira

Foram coletados 90 ovos de P. expansa no dia 22/09/2020 de dois ninhos naturais na
praia do tanque de matrizes/reprodutores da Fazenda Bicho de Rio, Iranduba. Esses ovos foram
medidos e pesados tendo as seguintes medidas: Comprimento médio: Ninho A = 35,28+1,92
mm (mé&x=37,5 mm; min=25,5 mm) e Ninho B=35,83+1,77 mm (méax=39,3 mm; min=32,1
mm); Peso Médio: Ninho A = 26,92+ 3,12 g (max=35,4 g; min= 19,02 g) e Ninho B=29,3 +
3,2 g (max=34,04 g¢g; min= 20,7 g). Os ovos também foram analisados em algumas

caracteristicas fisicas e quimicas, que apresentamos na tabela 26.

Tabela 26 - Caracteristicas fisicas e quimicas de ovos de P. expansa de cativeiro (Fazenda Bicho do Rio, Iranduba
- AM)

Anilise Amostras

A-01 B-01 B-02
Presenca de sujidades* P P P
Presenca de trincas na casca Ndo Ndo Ndo
Densidade 0,75 0,75 0,75
Peso total (g) 28,226 31,922 31,869
Diametro (mm) 38,21 40,38 38,1
Peso do conteudo interno (g) 26,19 28,018 27,967
Altura da clara (mm) 2,34 2,7 2,47
Diametro da clara (mm) 108,67 110,10 112,08
Peso da clara (g) N&o foi possivel pesar separadamente
PH da clara 8,4 7,3 7,2
Coloragdo da gema ** 6 7 6
Altura da gema (mm) 4,24 4,86 5,49
Peso da gema (g) Nao foi possivel pesar separadamente
PH da gema 7,1 6,09 6,5
Espessura da casca - superior (Umida) — 1,81 0,22 0,22
(mm)
Espessura da casca - equatorial (Umida) — 0,19 0,32 0,25
(mm)
Peso da casca (Umida) —(g) 2,073 3,502 3,494
Espessura da casca - superior (seca) — (mm) 1,02 0,19 0,21
Espessura da casca - equatorial (seca) — 0,13 0,24 0,22
(mm)
Peso da casca (seca) — (g) 1,941 2,248 2,198

*- P=Pouca sujeira; ** - Foi utilizada a escala do leque colorimétrico para ovos de galinha.
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Os ovos foram entdo instalados em seus recipientes e armazenados em prateleiras no
Laboratorio de Animais Silvestres. Foram medidas as temperaturas de hora em hora com
datalogger TiBit e a umidade relativa foi aferida em um termo-higrémetro as 9:00 e as 12:00
h. A temperatura média foi de 25,45+ 3,9 °C (max=33,7°C; min=20,37°C). A figura 36 mostra
a variacao de temperatura no ambiente durante o experimento. A umidade relativa (%) as 9:00
h foi em média de 67,2+5,12% (max=77%; min=32%), sendo menor ao meio-dia quando ficou

em média 58,7+6,8% (Max=72%; min=46%).
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Figura 36 - Variagdo da temperatura do ar ambiente (°C) em experimento de tempo de prateleira com ovos de P.
expansa

Com a baixa umidade e temperatura do ambiente de laboratério, a maioria dos ovos
comegaram a ressecar ja a partir do 2° dia de experimento e depois murcharam, sendo que
apenas 0s ovos enterrados na areia se mantiveram targidos por mais tempo (30 dias). A tabela

27 e a figura 37 mostram a perda de peso/umidade dos ovos em cada tratamento.

Tabela 27 - Perda de peso (g) em ovos de P. expansa sob diferentes formas de higienizacéo e armazenamento

Tempo que levou

, .. C i t P adi
Tratamento de N. de Peso médio o(m.pnmen © para eso. médio % de perda de
L Médio  dos . depois  de N
higienizacao ovos dos ovos (g) deteriorar/murchar . massa
ovos (mm) ) deteriorar (g)
(dias)
Antes dos
29,02 0,7 * * *
tratamentos (0 dia) 6 9,0£2,6 36,320,
T1- Areia 21 27,313,2 35,611,5 45 22,2+39 18,3+13,0
T2- Controle Seco 21 29,1+2,5 36,5+1,4 7 8,2+0,7 71,5+3,6
T3- Pulverizacdo
com Perdxido de 21 26,8+3,1 35,241,4 7 7,1+1,2 72,945,3

Hidrogénio
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T4- Luz Ultravioleta 21 29,0+4,3 35,9+2,6 7 7,8+1,2 72,8+4,9
Total 90

* - % de perda de massa= [(Peso final-peso inicial) / (Peso Inicial)] X 100

Os ovos enterrados na areia perderam apenas cerca de 18,3+13,0% (5,1+3,69) do peso
inicial nos 60 dias do experimento, enquanto que todos os outros tratamentos perderam entre
71,5a72,9% (19,6 a 21,23 g) de seu peso inicial, sendo que na maioria dos 0vos esse processo

de perda de massa j& era visivel na 12 semana do experimento (7 dias).

% perda de peso/umidade
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Figura 37 - Perda de peso (%) em ovos de P. expansa armazenados em prateleiras sob diferentes tratamentos de

higienizacdo e armazenamento ao longo de 60 dias

Esse processo de perda rapida de peso e murchamento reduz drasticamente a qualidade
dos ovos de tartaruga armazenados em recipientes abertos e sem a prote¢do de um substrato
como a areia. Existe uma diferenca significativa (P<0,0001) no peso final dos ovos aos 60 dias
para os ovos que foram mantidos na areia (Peso final=22,19+3,9 g) dos que foram armazenados
em formas plésticas sem substrato (T2/Controle Seco=8,2+0,67;T3/Peroxido de Hidrogénio=
7,15+1,1; T4/Ultravioleta=7,8+1,2 g). A tabela 28 apresenta os resultados da ANOVA e do

teste de Tukey para o peso final dos ovos de tartaruga armazenados.
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Tabela 28 - Resultados da ANOVA para a variavel peso final dos ovos de P. expansa com a anélise dos fatores

(tratamentos X periodos) e de suas interagdes

To- T3-
T1- T4-

Tempo/Tratamento Controle  Peréxido de MédiastDP**

Areia** . Ultravioleta
Seco** Hidrogénio

7 dias* 24,69% 9,165 6,798 8,388 12,25+7,6°
15 dias* 22,617 7,988P 6,568 7,078 11,05+6,9%
30 dias* 24,36" 8,428 8,908 8,838 12,6+7,4°
45 dias* 22,777 8,138 6,948 7,628 11,4+7,0%
60 dias* 15,560 7,898P 7,338 7,958 9,7£3,6°
Médias+DP * 22,19+3,9% 8,240,67%  7,15+1,07® 7,79+1,198

* - Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tuckey (P<0,001);
** - Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tuckey

(P<0,005).

Durante o periodo de 60 dias de armazenagem dos ovos, o peso final foi

significativamente menor (P<0,005) do que o peso inicial (0 dias) e 0 peso aos 7 dias. Os ovos

perdem mais peso entre os 7 e 15 dias (em média de 16,3+8,4 g em perdas de peso), entre 0s

30-45 dias (18,36+6,8 g) e tem menor peso ja no final do processo aos 60 dias quando todos

ficaram murchos. As figuras 38, 39 e 40 mostram a variagdo no peso final dos ovos submetidos

a diferentes tratamentos e ao longo dos diferentes periodos até os 60 dias (boxplot e efeitos

principais).

Poso Final

Figura 38 -

dos ovos

Main Effects Plot - LS Means for Peso Final

L < & \ 3 . e

Box-Plot dos diferentes tratamentos de higienizacdo/conservagdo dos ovos de P. expansa X Peso final
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Figura 39 - Box-Plot dos diferentes periodos(dias) de conservacdo dos ovos de P. expansa X Peso final dos ovos

3

Peso Final
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Figura 40 - Anélise dos efeitos principais dos fatores (tratamentos e dias de conservagdo) sobre o0 peso final dos
ovos de P. expansa

Mesmo ndo tendo encontrado regresséao significativa entre o peso final e 0 nimero de
dias (P=0,509), verificou-se que existem interacdes significativas entre os fatores (tratamento
X periodo), principalmente nas rela¢fes do tratamento com areia e do tratamento controle seco
com o numero de dias (P<0,0001). N6s analisamos a regressdo entre as perdas de peso dos ovos
ao longo dos dias nesses tratamentos e encontramos relacdes significativas, apresentando
regressdes quadréaticas (T1 Areia: P<0,0005; R2=57%; T2 CS: P<0,000025; R2=69,2%) que
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demonstram que os ovos realmente perdem mais peso entre os 7 e 15 dias e depois entre 0s 45
e 60 dias. As figuras 41-A e 41-B apresentam a regressdo entre os dias de conservagédo e as

perdas em gramas do peso dos ovos nos tratamentos com areia e com o controle seco.

@ 00045560 20,1 683 +4,337 000020582+ 0, 10450+ 17,37

Figura 41 - A) Regressdo entre os dias/periodo de conservacdo e as perdas em peso (g) dos ovos de P. expansa
do tratamento T1=Areia; B) Regressao entre os dias/periodo de conservagao e as perdas em peso (g) dos ovos de
P. expansa do tratamento T2=Controle Seco

Pelo modelo de regressdo proposto, verificamos que no tratamento T1, com 0s ovos na
areia, esses poderiam ser mantidos com pouca perda de peso até cerca de 30 dias (ponto minimo
da regressdo), que é quando temos o maior peso final (24,35g) e a menor perda (0,6 g ou 2%)
figura 42,

Quando realizamos a ANOVA das perdas percentuais (%) no peso médio dos ovos de
P. expansa durante o periodo de armazenamento, verificou-se que existe diferenca significativa
nessa variavel tanto em funcdo dos diferentes tratamentos de conservacdo (P<0,0001), quanto
em relacdo ao tempo ou periodo de conservacdo/dias (P<0,0001). A tabela 29 apresenta 0s
resultados da ANOVA, teste de Tuckey e o estudo das interacdes dos fatores para as perdas

percentuais (%).
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Figura 42 - Relagdo entre o nimero de dias/periodos de conservacdo dos ovos de P. expansa e o percentual de

perdas em peso (%)

Tabela 29 - Resultados da ANOVA para a variavel perdas percentuais (%) no peso final dos ovos de P. expansa
com a analise dos fatores (tratamentos X periodos) e de suas interacbes

T2- Controle T3- Perdxido

Tempo/Tratamento T1-Areia** T4-Ultravioleta MédiastDP**
Seco de Hidrogénio

7 dias* 12,14 66,1° 72,08 67,9° 54,53+25,8%
15 dias* 12,74 70,78 76,38 74,08 58,38+27,4°
30 dias* 2,0% 70,28 64,4° 69,9° 51,63+30,2°
45 dias* 25,240 73,68 74,28 75,18 62,04+22,35
60 dias* 38,0% 75,58 73,18 73,48 65,0+16,9°
Médias+DP * 18,26+13,0" 71,4943,55%  72,9145,328 72,754,918

* - Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tuckey (P<0,001);
** . Médias seguidas de letras minUsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tuckey

(P<0,05).
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O tratamento que apresentou menor perda percentual no peso final foi o T1 com 0s ovos
mantidos sob substrato de areia (Perdas=18,26+13,04%) e 0s outros tratamentos tiveram perdas
maiores de 70% até os 60 dias. J& o periodo com menor perda percentual em relagcdo ao peso
inicial ocorreu aos 30 dias (51,63£30,2%) e a maior perda foi aos 60 dias (65£17%), similar ao
que ja haviamos mostrado nos modelos de regressdo da figura 35. As figuras 43, 44 e 45
mostram a variacdo nas perdas percentuais no peso dos ovos submetidos a diferentes

tratamentos e ao longo dos diferentes periodos até os 60 dias (boxplot e efeitos principais).

80 —i 1
80 | |
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Figura 43 - Box-Plot dos diferentes tratamentos de higienizacdo/conservacdo dos ovos de P. expansa X perdas
percentuais no peso final dos ovos

Main Effects Plot - LS Means for % Perda

% Perda

Figura 44 - Box-Plot dos diferentes periodos(dias) de conservacao dos ovos de P. expansa X perdas percentuais
nopeso final dos ovos
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Figura 45 — Analise dos efeitos principais dos fatores (tratamentos e dias de conservagdo) sobre as perdas
percentuais no peso dos ovos de P. expansa

N&o encontramos regressao significativa entre as perdas percentuais e o tempo em dias
de conservacgdao dos ovos (P=0,255), mas encontramos interagcOes significativas na ANOVA
(P<0,0001). Quando fizemos o estudo das interacbes Numero de dias X tratamentos,
encontramos regressao significativa entre Numero de dias X tratamento com areia (P<0,0001;
R2=63,1%) e também em relacdo ao Numero dias X tratamento controle seco (P<0,0005;
R2=56,8%).

Para analisar o grau de contaminacdo bacteriana nos ovos de P. expansa submetidos a
diferentes tratamentos para higienizacdo e conservacao e avaliar o nivel de contaminacgédo
durante o tempo de armazenamento em prateleira (dias) foram feitos indculos em duas placas
(A e B) em diferentes meios de cultura (Mannitol, PCA, BDA, URBLA) e dilui¢es (-1,-2, -3
e -4)para os diferentes tratamentos e periodos. No total foram inoculadas 736 placas (33 com
amostras de areia, 432 com amostras das cascas dos ovos e 270 com amostras da clara + gema
dos ovos), que posteriormente foram analisadas para contagem do nimero de bactérias. Deste

total, 160 placas foram ajustadas quanto a dilui¢do (-3 e — 4)

No inicio do experimento (dia zero — 0), das amostras da areia dos ninhos, o nimero de
bactérias foi estimado em 119,44+176,9 bactérias/placa, nas cascas de ovos foi de
180,72+224,2 bactérias/placa e na parte interna dos ovos (clara + gema) foi de 0,35+0,98
bactérias/placa, mostrando que, apesar do alto grau de contaminacgdo do substrato e do meio
externo, a parte interna dos ovos permanecia praticamente sem contaminacdo. Na tabela 29

apresentamos 0 numero médio de bactérias na casca e na parte interna dos ovos ao longo dos
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dias de armazenamento nos diferentes tratamentos. E nas figuras 46 e 47, vemos a evolucdo da
contaminacdo da parte externa e da parte interna dos ovos durante os dias de armazenamento

para os diferentes tratamentos.

Tabela 30 - Nimero médio de bactérias na casca e na parte interna dos ovos ao longo dos dias de armazenamento
nos diferentes tratamentos

Dias de Armazenamento 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Tratamento OE ol OE ol OE ol OE ol OE ol
T1- Areia 270,25 22,8 270,7 76,3 192,1 300,1 125,25 300,33 77,8 267,92
T2- Controle Seco 270 0,25 188,75 159 161,05 14,2 159,2 23,9 160,25 15,8

T3- Pulverizagdo com
Peroxido de Hidrogénio 57975  g56 271 96,2 142,15 150,1 143,6 6 11525 258,7

T4- Luz Ultravioleta 2703 12,42 2272 202 97,7 42 154 1381 182,1 1558
*- OE=Parte externa do ovo ou casca; Ol=parte interna do ovo ou clara + gema
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Figura 46 - Evolugdo do numero de bactérias (bactérias/placa) na casca dos ovos de P. expansa durante o

tempo/periodo de armazenamento (dias)
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Figura 47 — Evolugdo do nimero de bactérias (bactérias/placa) na parte interna (clara+gema) dos ovos de P.

expansa durante o tempo/periodo de armazenamento (dias)

Observou-se que 0 nimero de bactérias nas cascas dos ovos sobe entre os 7 a 15 dias
iniciais e depois tem uma queda acentuada na maioria dos tratamentos. Aparentemente, nenhum
processo de higienizacdo (limpeza com peroxido de hidrogénio ou aplicacédo de luz ultravioleta)
reduziu o numero inicial de bactérias da casca. Entretanto, na parte interna do ovo, o nivel de
contaminacdo bacteriana permanece relativamente baixo até os 15 dias, quando parece que as
bactérias que estavam na casca conseguem entrar no ovo e passamos a ter maior nimero de
bactérias na parte interna no periodo entre 30 e 60 dias, em quase todos tratamentos. A excecao
é o tratamento controle seco (ovos armazenados apenas nas cartelas plasticas sem nenhuma
higienizagdo), o que parece estar ligado a elevada desidratacdo inicial dos ovos desse
tratamento.

Existe uma relagdo quadratica significativa entre 0 nUmero de bactérias na casca e 0
tempo de armazenamento (P<0,0005; R2=42,3%), com uma tendéncia de quanto maior o tempo
de armazenamento as bactérias aumentam até os 15 dias e depois caem. Também existe uma
relacdo significativa (P<0,003; R2=33,5%) entre 0 nimero de bactérias na claratgema e o
tempo de armazenamento. Quanto maior o tempo de armazenamento, mais contaminada fica a

parte interna, com pico nos 30 dias — vide figura 49-A e 49-B.
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Figura 48 - A) regressdo entre o tempo de armazenamento e o nimero estimado de bactérias na casca dos ovos
de P. expansa; B) regressdo entre o tempo de armazenamento e 0 nimero estimado de bactérias na parte interna
dos ovos de P. expansa

Quando realizamos a ANOVA para analisar o numero colonias de bactérias na casca do
ovo sob diferentes tratamentos de higienizagdo e nos diferentes dias de armazenamento
verificamos que existe diferenga significativa entre os tratamentos (P<0,001) e entre os dias

(P<0,009). A tabela 31 apresenta os resultados dessa analise.

Tabela3l - Resultados da ANOVA para a variavel nimero de colbnias de bactérias nas cascas dos ovos de P.
expansa com anélise dos fatores (tratamentos X periodos) e de suas interacdes

T3- Peroxido
T2- Controle T4-
Tempo/Tratamento T1-Areia** de Hidrogénio MédiastDP**
Seco ** Ultravioleta **
%k %k
7 dias 0,6° 0? 0,6° 0,75° 0,5+1,2°
15 dias* 1,752 76,850 2,5% 4,4 28,8+60,5%°
30 dias* 20,22b 64,7°% 39,5820 9,6 33,8+60,45°
45 dias 44,1° 34,6° 67° 27,1° 44,0+63,7°
60 dias* 36,478b 36,1780 78,180 3,5% 42,1+69,6°
MédiaszDP * 26,2+37,4"%  46,71%76,6° 47,62+74,7° 10,43+30,74

* - Médias seguidas de letras maidsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tuckey (P<0,001);
** - Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tuckey
(P<0,012).



84

Observou-se que 0s tratamentos com menor contaminacdo bacteriana na casca foram o
T4 com aplicacédo de luz ultravioleta (10,43 coldnias/placa) e o T1 com armazenamento dos
ovos num substrato de areia (26,2 colnias/placa) (Tuckey: P<0,001). O nimero de coldnias de
bactérias na casca do ovo parece ter aumentado ao longo do periodo de armazenamento, sendo
0 tempo de menor contaminagdo aos 7 dias (0,5 col6nias/placa) e o maior aos 45 dias (44
colbnias/placa) (Tuckey: P<0,012). Nas figuras 50, 51 e 52 apresentamos as varia¢des do
numero de colbnias de bactérias na casca dos ovos conforme o tratamento e periodo de

armazenamento e as interagdes desses fatores.
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Figura 49 - Box-Plot dos diferentes tratamentos de higienizagcdo/conservacao dos ovos de P. expansa X nimero
de coldnias de bactérias na casca dos ovos
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Figura 50 - Box-Plot dos diferentes periodos(dias) de conservacao dos ovos de P. expansa X nimero de colbnias
de bactérias na casca dos ovos
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Main Effects Plot - LS Means for N.Bactérias
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Figura 51 - Andlise dos efeitos principais dos fatores (tratamentos e dias de conservacgao) sobre o nimero de
colbnias de bactérias nas cascas dos ovos de P. expansa

Analisamos a relacdo entre o numero de coldnias de bactérias nas cascas dos ovos de P.
expansa e o numero de dias de armazenamento, sendo a regressdo significativa (P<0,003),
indicando uma tendéncia de aumento na contaminacdo das cascas quanto maior o tempo de
armazenamento, mas a relagéo foi fraca (R2=3,4%).

Essa tendéncia parece diferir um pouco da que observamos quando estimamos 0 nimero
total de bactérias por placa, mas podemos ver que realmente ha um aumento neste nimero até
os 15 dias e depois essas bactérias parecem se juntar em coldnias, o que explicaria 0 aumento
das coldnias, mesmo com a reducdo do total de bactérias, ou seja, faz parte da dindmica de
colonizagdo das placas com amostras das cascas.

Quando analisamos o namero de coldnias de bactérias contaminando a parte interna
(clara+gema) dos ovos de tartaruga encontramos diferenca significativa entre os tratamentos
(P<0,028) e entre os dias de armazenamento (P<0,003). A tabela 31 apresenta os resultados da

ANOVA para a variavel nimero de col6nias de bactérias na parte interna dos ovos de tartaruga.

Tabela 32 - Resultados da ANOVA para a varidvel nimero de coldnias de bactérias na parte interna dos ovos de
P. expansa com a analise dos fatores (tratamentos X periodos) e de suas interacdes.

T3- Peréxido T4-
T2- Controle
Tempo/Tratamento T1-Areia** de Hidrogénio Ultravioleta MédiastDP**
k%
Seco . .
7 dias* 22,802 0,25 65,65 12,424 25,3+58,0%

15 dias* 76,380 15,940 96,28° 20,242 52,15+75,8°



86

30 dias* 0,254 14,25 0,124 4,2k 6,2+13,9°
45 dias* 142 23,980 g 75,780 29,5+52,3%
60 dias* 85,880 15,8%ab 67,35 g78b 61,1+101,9°
MédiasDP * 45+80,4"° 14,0+23,4* 48,4+84,3" 38,7472,9"°

* - Médias seguidas de letras maiUsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tuckey (P<0,035);
** - Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tuckey
(P<0,003).

N&o encontramos relagéo significativa entre 0 tempo de armazenamento e o nimero de
colbnias de bactérias na parte interna dos ovos, parecendo ndo haver uma tendéncia clara no
aumento do namero de coldnias (R2=33,8%). As figuras 53, 54 e 55 apresentam as variacGes
do nimero de coldnias de bactérias na parte interna dos ovos conforme o tratamento e periodo

de armazenamento e as interagdes e feitos principais desses fatores.
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Figura 52 - Box-Plot dos diferentes periodos(dias) de conservacdo dos ovos de P. expansa X nlimero de coldnias
de bactérias na parte interna dos ovos
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Figura 53 - Box-Plot dos diferentes tratamentos de higienizagdo/conservacao dos ovos de P. expansa X nimero
de colbnias de bactérias na parte interna dos ovos
Main Effects Plot - LS Means for N.Bactérias
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Figura 54 - Andlise dos efeitos principais dos fatores (tratamentos e dias de conserva¢do) sobre o nimero de
colbnias de bactérias na parte interna dos ovos de P. expansa

Em resumo, temos que dos tratamentos utilizados, o T1 onde armazenamos 0S 0V0S em
recipientes cobertos por substrato de areia parece ter sido 0 mais eficiente, pois manteve o0 peso
final dos ovos por mais tempo, com menor perdas de peso e umidade, e menor contaminagédo
bacteriana nas cascas até cerca de 30 dias, embora tenham apresentado relativa contaminacéao
interna ja aos 15 dias. Todos os outros tratamentos tiveram expressiva perda de qualidade dos
ovos com a perda de peso e umidade logo nos 7 dias iniciais, mas devemos considerar que o
tratamento T4 com a aplicacdo de luz ultravioleta foi capaz de reduzir significativamente a
contaminacdo tanto nas cascas como na parte interna dos ovos por até 30 dias.
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Por fim, analisamos a presenca de coliformes totais, meséfilos aerdbios, Staphylococcus
aureus e de bolores e leveduras como microorganismos contaminantes das cascas e parte
interna de ovos de tartaruga submetidos a diferentes tratamentos de higienizacdo/conservagédo
e pelo tempo de armazenamento. A tabela 32 apresenta as contagens desses microorganismos

(UFC) na parte externa e interna dos ovos de P. expansa de cativeiro.

Tabela 33 - Namero de coliformes totais, mesofilos aerobios, Staphylococcus aureus e de bolores e leveduras nas
cascas e parte interna de ovos de P. expansa submetidos a diferentes tratamentos de higienizagdo/conservacédo e
pelo tempo de armazenamento

Coliformes totais

Tempo (dias)/ 7 15 30 45 60 Média
Tratamentos OE Ol OE O OE ol OE Ol OE Ol
T1- Areia - 655 - 2545 - - 110 - 115 2575 892
Tzn'e(;z:it/r;"e - 0 1005 31 124 85 2105 47 2225 135 84,2
de r'\;‘::;’é':i‘(’) - 2755 - 251 238 - 2145 35 260 202  180,6
T4-luzUV - 35 - 75 1 25 167 188 - 2625 81,2
Média 0 94 251 1529 90,7 2,7 1755 59,6 1494 1839
Mesdfilos aerdbios
Tempo (dias)/ 7 15 30 45 60 Média
Tratamentos OE Ol OE ol OE Ol OE Ol OE Ol
T1- Areia - 57,5 - 99,5 - - - - 68 - 22,5
Tzn'e;‘;:it/rsle - 1 1745 50,5 1455 37 - 67 - 705 546
de F’};‘::;’é':i‘; - 38 - an - - 25 94 - 32,8
T4-LuzUV - 38 - 25 5 12 . 1395 - 2225 439
Média 0 3362 436 8587 376 122 O 57,9 405 73,2
Staphylococcus aureus
Tempo (dias)/ 7 15 30 45 60 Média
Tratamentos OE Ol OE ol OE Ol OE Ol OE Ol
T1- Areia 0 0 0 0 05 05 05 2 0 0 0,35
Tzn'ecgz:if/rg'e 0 0 0 0 200 235 9 15 0 0 23,4
Jj r'ﬂ';f:;é':i‘:) 0 0 0 0 05 05 05 0 0 0 0,15
T4-luzUV 0 0 1 05 05 05 05 05 0 0 0,35
Média 0 0 025 012 5037 625 262 1 0 0
Bolores e leveduras
Tempo (dias)/ 7 15 30 45 60 Média
Tratamentos OE Ol OE O OE O OE O OE O
T1- Areia - 2 - 5 745 21,5 124 44 55 22,5 387
Tzn‘e(;?it/rz'e - 0 2075 475 55 4 65 115 8 10 33,39
dT: AIZ‘::)Z’;':; - 2 - 75 1585 65 120 365 1785 345 60,4
T4-LuzUV - 25 145 6 475 10 7 2 65 5 12,33
Média 0 162 555 165 71,5 105 6437 26 62 18

*- OE=Parte externa do ovo ou casca; Ol=parte interna do ovo ou clara+gema
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A ANOVA da variavel coliformes fecais nas cascas dos ovos de tartaruga foi
significativa para os tratamentos (P<0,031) e para os dias de armazenamento (P<0,007). Os
tratamentos menos contaminados por coliformes foram T1 (areia) e T4 (luz UV) com 45 e 34
coliformes, respectivamente. E considerando o nimero de dias de armazenamento os tempos 7
dias até 15 dias foram menos contaminados (Kruskal-Wallis: P=0,038). J& na parte interna
(clara+gema) ndo houve diferenca significativa tanto entre os tratamentos (P=0,224) quanto
entre os dias de armazenamento (P=0,112) — vide tabela 33; embora tenha ocorrido uma
diferenca entre a contaminagdo em diferentes dias pelos testes de Kruskal-Wallis (P=0,072),
indicando uma tendéncia de a contaminagdo ter sido bem menor aos 30 dias (1,25 unidades) na

parte interna dos ovos.

Tabela 34 - Resultados da ANOVA de diferentes tratamentos utilizados na higienizacéo e conservacéo de ovos P.
expansa em cativeiro

Tratamento/ T3: Peréxido de
T1:Areia T2:Controle Seco T4: Luz UV
Microorganismos hidrogénio

Cascas dos Ovos

Coliformes fecais* 457 1328 1438 344
Mesofilos Aerdbios 14 64 19 1
Staphylococcus

0,2A 41,88 0,2A 0,4%
aureus*
Bolores e leveduras 51 46 91 15

Parte interna dos ovos (clara+gema)

Coliformes fecais 116 20 146 113
Mesdfilos Aerdbios 31 45 47 87
Staphylococcus

0,5 5,08 0,1~ 0,38
aureus*
Bolores e leveduras 19 14,6 17,4 7,1

* - Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na mesma linha diferem significativamente pelo teste de Tuckey (P<0,05)
ou pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Quando analisamos o0s mesdéfilos aerdbios nas cascas dos ovos verificamos que nao
houve diferenca significativa entre os tratamentos (P=0,309; Teste Friedman: P=0,682) e
também entre o tempo de armazenamento (P=0,604; Teste Kruskal-Wallis: P=0,341). Também
ndo houve diferencas no nimero de mesofilos na parte interna, tanto entre os tratamentos
(P<0,585; Teste Kruskal-Wallis: P=0,502) quanto em relacdo aos dias de armazenamento
(P<0,528; Teste Kruskal-Wallis:P=0,364).
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Quando analisamos a presenca de Staphylococcus aureus nas amostras das cascas de
ovos de tartaruga encontramos diferenca significativa (P<0,05; Teste Kruskal-
Wallis:P=0,0833) entre os tratamentos, sendo T2:CS o que apresentou maior contaminagao
(41,8 unidades) e os outros variaram entre 0,2 e 0,4 unidades. Ja entre os dias de armazenamento
houve diferenca significativa (P<0,025; Teste Kruskal-Wallis:P=0,008) pois aos 30 dias €
qguando temos a maior ocorréncia (50,4 unidades). Ndo houve diferenca significativa na
presenca de Staphylococcus aureus na parte interna dos ovos tanto entre os tratamentos
(P<0,405), quanto entre os tempos de armazenagem (P<0,397), sendo muito baixa as
quantidades desse M.O. na clara+gema dos ovos de tartaruga, mas também houve uma
tendéncia (Kruskal-Wallis:P=0,013) desse valor aumentar na parte interna dos ovos aos 30 dias
(6,2 unidades).

Quando analisamos a quantidade de bolores e leveduras nas cascas dos ovos, nao foi
encontrada diferenca significativa entre tratamentos (P<0,444) e também entre o tempo de
armazenamento (P<0,637). Mas pelo teste de Kruskal-Wallis encontramos uma tendéncia
(P=0,08), de ter menor quantidade de bolores e leveduras nas cascas até os 7 dias (0 unidades)
e sendo maior acima dos 30 dias (72 unidades). Nao houve diferencas quanto a presenca de
bolores na parte interna dos ovos de tartaruga (Tratamentos:P<0,575; Tempo:P<0,228). Mas
houve uma tendéncia (Kruskal-Wallis: P=0,022) de aparecerem menos bolores até os 7 dias
(apenas 1,6 unidades em média).

Em sintese observou-se que os tratamentos T1l:Areia e T4: Luz UV apresentaram
melhores resultados quanto a contaminagdo por coliformes, mesofilos e Staphylococcus aureus
nas cascas dos ovos. E os tempos 7 dias até 15 dias foram menos contaminados, aumentando
significativamente a contaminacéo a partir dos 30 dias de armazenamento. No caso de bolores
e leveduras a contaminacdo foi menor apenas até os 7 dias, aumentando depois. Ja na parte
interna, praticamente ndo houve diferencas entre os tratamentos, mas no tempo de
armazenamento houve menor contaminacgédo aos 30 dias para coliformes e contamina¢do mais
elevada para S. aureus aos 30 dias. Também houve maior contaminacdo por S. aureus na parte
interna dos ovos sob tratamento T2: Controle Seco (ovos armazenados em cartelas plasticas),

0 que torna esse tratamento um dos piores entre os avaliados no estudo.
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6 DISCUSSAO

As bactérias sdo microrganismos capazes de colonizar varios nichos com aporte
suficiente de nutrientes, isso inclui a &gua, solo, plantas e animais, onde podem promover uma
série de beneficios, como por exemplo na digestdo microbiana que ocorre no rimen e ceco de
animais herbivoros ou como parasitas, atuando muitas vezes como patdgenos oportunistas
(DAVIN-REGLI et al., 2019; LIU et al., 2021). O estudo da microbiota de quel6nios de dgua
doce busca descobrir como a interagdo com esses microrganismos interfere nos estoques
naturais desses animais, bem como elucidar formas de reduzir a interagdo negativa com 0s
mesmos.

Este estudo buscou identificar bactérias associadas a quelénios de dgua doce durante
dois periodos de coleta em ninhos naturais e transferidos em ambiente natural e de criacdo em
cativeiro. Foram identificados 15 géneros, sendo C. freundii, E. coli, Klebsiella sp., Proteus
sp., € S. marcescens as espécies predominantes, fato que diferiu do estudo de Meyer Junior et
al. (2015) realizado em Ilha de Sdo Miguel, Santarém-PA, onde foram predominantes as
espécies K. pneumoniae, E.cloacae, S. marcescens e Salmonella spp. isoladas de P.expansa, e
do estudo de Evangelista Sobrinho, Malvasio e Bertolin (2020) em Praia Alta, margem do Rio
Formoso, Lagoa da Confusdo-TO, onde Shigella spp., Hafnia spp. e E. coli foram
predominantes na mesma espécie de tartaruga-da-Amazonia.

Todas as bactérias identificadas neste estudo sdo gram-negativas, citadas como grupo
de patdgenos altamente relevante na medicina de répteis, envolvidos em processos infecciosos
cutaneos, pulmonares, orais, gastroentéricos e generalizados, podendo ainda gerar abscessos,
ocasionando indices elevados de morbidade e mortalidade (PARE et. al., 2006).

Considerando s6 as matrizes de P. expansa de cativeiro, a diversidade de géneros de
enterobactérias deste trabalho foi superior em cerca de 70% ao trabalho de Maciel et al. (2021),
que realizou estudo com P. expansade sistema de cativeiro em Iranduba-AM, no mesmo local
de coleta utilizado nesse trabalho, utilizando mesma técnica de coleta de muco cloacal para
analisar diversidade fungica e bacteriana de matrizes, reprodutores e lotes comerciais de
crescimento e engorda. Dos sete géneros identificados por Maciel, somente Enterobacter sp.,
ndo foi observado no atual estudo, entretanto, dos 12 géneros deste trabalho, Salmonella,
Yersinia, Providencia, Shigella, Pantoea e Morganella ndo foram detectados no trabalho
anterior.

A maior frequéncia de C. freundii também foi observada no estudo de Campos et al.

(2020) com bactérias isoladas de P. unifilis, sendo considerada patdgeno oportunista quando
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isolada de lesdo no casco de Mauremys caspica, em estudo realizado por Mohammad, Al-
Shammari e Bannai (2020). A espécie S. marcescens foi isolada de lesdes cutaneas de Emydura
macquariikrefftii e Myuchelys latisternum no estudo realizado por Wirth et al. (2020) o que
também pode caracterizar essa bactéria como patdgeno oportunista para essas espécies.

Comparando os resultados conforme o local de coleta, a predominéancia de E. coli e
Shigella sp. é similar ao estudo de Evangelista Sobrinho, Malvasio e Bertolin (2020) em
criatorio conservacionista, porém, difere nas amostras de ambiente natural onde neste estudo,
C. freundii, Pseudomonas sp. e E. coli foram mais frequentes. Essa diferenga pode estar
associada a uma série de fatores que podem favorecer determinadas espécies e prejudicar
outras, como por exemplo a temperatura, pH, oxigénio e disponibilidade de nutrientes, que
como ja se sabe, interferem diretamente na diversidade e distribuicdo de bactérias no ambiente
(CHO et al., 2016; ALDUNATE et al., 2018; URIBE-LORIO et al., 2019; CUl et al., 2021).

Becirec e Popovic (1987) analisaram 660 ovos comerciais de galinhas, detectaram
E.coli em 29,5%, Proteus spp. em 26,5%, E.aerogenes em 19,7%, P.aureginosas em 14,7% e
Salmonella spp. em 2%, Uma representacdo similar de bactérias foi encontradacom a incluséo
de Klebsiella spp., Citrobacter spp., Serratia spp., e Shigella spp. (INAL; OZIER, 1992;
LANGONI et al., 1995), em ovos de galinhas poedeiras comerciais, oriundos de granjas e
supermercados, com semelhanca também as bactérias encontradas no presente estudo,
indicando perfil similar de diversidade bacteriana as amostras relacionadas a ovos de diferentes
espécies. Além disso, sabe-se que esses microrganismos podem causar alteragcdes quimicas,
resultando em deterioragcdo microbiana, com alteracdes de cor, odor, sabor, textura e aspecto
do ovo.

Dentre as principais bactérias que determinam essa deterioracdo em ovos de poedeiras,
destacam-se Pseudomonas, Aeromonas, certos espécimes pertencentes ao grupo dos coliformes
e ainda os fungos Penicillium e Mucor (LANGRAF, 1996). Por sua vez, o género Pseudomonas
é considerado como uma das principais causas de septicemia provocada por bactérias Gram-
negativas em répteis (MITCHELL, 2006).

Quanto ao tipo de amostra coletada, a predominancia de E. coli, S. marcescens e
Klebsiella sp. na cloaca diferiu do estudo de Reséndiz e Fernandez-Sans (2021), onde C.
freundii foi predominante em estudo com a tartaruga marinha (Chelonia mydas) e no estudo
realizado por Raidi, Hamzah e Bahaman (2016), onde Pantoea agglomerans foi mais frequente
na cloaca de tartaruga de caixa (Cuora amboinensis kamaroma). Essa diferenca pode ser
explicada pelas propriedades antimicrobianas do muco cloacal, que possivelmente pode estar

inibindo algumas espécies bacterianas e ndo promovendo efeitos inibitdrios sobre outras.
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Este fato foi observado no estudo de Praja et al. (2021), através da técnica de difusao
em agar por disco de papel com o fluido cloacal de Lepidochelys olivacea, onde foram
observadas zonas de inibicdo de crescimento de E. coli, Salmonella spp. e Bacillus spp.,
resultados que segundo os autores podem ser usados para desenvolver métodos de criacdo de
antibidticos semelhantes aos encontrados naturalmente em ambientes naturais de nidificacdo, o
que de certa forma pode reduzir a contaminagdo microbiana e consequentemente aumentar as
taxas de eclosdo dos ovos e contribuir com a conservacao desses animais.

Outro estudo, realizado por Keene, Soule e Paladino (2014) através da mesma técnica
com fluido cloacal da mesma espécie de tartaruga, ndo foram detectadas zonas de inibicéo de
crescimento de E. cloacae, S. aureus e P. aeruginosa, o que reforca a ideia de que o espectro
de acdo antimicrobiana do fluido cloacal é limitado. Esse fluido tem aspecto viscoso e
transparente, sendo secretado por células mucossecretoras do trato reprodutivo (GRADELA et
al., 2020) e tem o objetivo de facilitar a expulsdo do ovo durante a postura e evitar com que a
casca sofra algum choque mecénico que possa favorecer o surgimento de rachaduras, o que
poderia abrir portas para a instalagdo de bactérias e outros microrganismos, contribuindo de
forma negativa com o desenvolvimento embrionario.

As propriedades antimicrobianas desse fluido atuam diretamente para impedir a
proliferacdo desses microrganismos, uma vez que além dos locais de nidificacdo, que como ja
se sabe sdo ricos em microrganismos, 0s ovos sao expulsos pela cloaca, que é também
responsavel pela eliminacdo de residuos dos sistemas digestério e excretor, o que
consequentemente fornece condigdes ideais para a proliferacdo de microrganismos (KEENE,
SOULE e PALADINO, 2014; PRAJA, 2021). Apesar desse fluido possuir atividade
antibacteriana contra algumas espécies de bactérias naturalmente encontradas na superficie dos
ovos de tartarugas, pouco se sabe sobre a atividade do muco cloacal de queldnios do género
Podocnemis, 0 que necessita de estudos mais aprofundados para compreendermos a
contribuicdo do muco cloacal com a protecao e o sucesso na eclosdo de ovos desse género.

Em relacdo aos ninhos, foram obtidas maiores frequéncias de E. coli, Pseudomonas sp.,
Shigella sp., Proteus sp. e C. freundii em ninhos de areia natural, enquanto na areia de ninhos
translocados, a espécie mais predominante foi C. freundii. Este fato diferiu do estudo de Candan
e Candan (2020) onde Bacillus spp. e Pseudomonas spp. apresentaram as maiores frequéncias
em isolamento feito de ninhos de Chelonya midas, enquanto no contetdo dos ovos, apenas
Pseudomonas spp. apresentou maior frequéncia.

A areia das praias pode ser considerada reservatorio natural de bactérias e outros

microrganismos e pode interferir diretamente nas taxas de eclosdo de ovos de tartarugas, visto
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que pode contribuir com o aumento do metabolismo microbiano em associacdo com a alta
densidade durante o periodo de desova. Este fato foi constatado por Bézyet al. (2014) onde os
autores avaliaram as taxas de eclosdo em ninhos da espécie marinha L. olivacea, tartaruga-
oliva, em &reas de nidificacdo com diferentes densidades. Os autores presumiram que altas
densidades contribuem para aumento do metabolismo microbiano associado com incremento
de matéria organica advinda dos ovos, reducdo da pressdo de oxigénio e aumento da
temperatura, onde todos estes fatores implicaram em menores taxas de eclosdo em ninhos da
espécie em questdo. Além disso, pode haver associacao a reducao da taxa de eclosao nos ninhos
transferidos e mortalidade dos animais eclodidos, pois apesar de terem menor contaminagéo e
diversidade de microrganismos, o0s ninhos transferidos estdo sujeitos a uma maior densidade
por m? e também a erros de manuseio na técnica de transferéncia (MULLIN et al., 2020;
CARRANCO et al., 2022).

Uma forma de contribuir para a estabilizacdo das taxas de eclosao e evitar a redugéo é
a translocacdo dos ovos para ninhos artificiais, o que contribui com a sobrevivéncia dos filhotes
durante o primeiro més de vida (ANDRADE, 2012; HARJU et al., 2017). Em condicdes ideais
de ovoposicgéo das fémeas de quelénios em ambientes seguros para a incubacéo, a translocacéo
dos ovos néo seria realizada.

Além do mais, em algumas situacOes, essa tatica pode promover alteracGes fetais e
contribuir com aumento do estresse, isso foi constatado por Herrera-Vargas et al. (2017) em
estudo com L.olivacea, onde os autores notaram alteracbes morfofisiolégicas em filhotes
nascidos em ninhos translocados quando comparados com aqueles nascidos em ninhos naturais,
e sugeriram que a translocacdo dessa espécie sO deve ser realizada quando ndo houver
alternativa disponivel. No entanto, ao longo de décadas essa populacdo de queldnios vem
sofrendo drasticamente com a alta procura, seja para obtencao de carne, gordura e ovos.

Dessa maneira, a transferéncia de ovos para areas protegidas de chocadeiras artificiais
surgiu como uma técnica de manejo conservacionista para as espécies (ANDRADE et al, 2022;
ANDRADE 2012 e 2017; HERNADEZ et al., 2010). Em lugares onde os quelénios foram
extremamente predados e existem poucos ninhos espalhados e isolados em diversas praias,
muitas vezes, é muito dificil colocar um monitor para vigiar cada praia. Para evitar a retirada
dos ninhos e dos ovos por outras pessoas, sugere-se realizar a transferéncia dos ninhos para um
local mais proximo e protegido pela comunidade (ANDRADE,2012 e 2015). A utilizacdo de
areas de chocadeiras artificiais menos adensadas, com aplicacdo correta das técnicas de
transferéncias de ninhos para obter resultados satisfatérios, é uma forma de trabalho

implementada em varios programas de manejo conservacionista e tem contribuido de forma
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significativa no reestabelecimento dos estoques naturais em &reas onde as espécies tiveram
dréstica reducdo, sendo estd uma ferramenta de trabalho proposta por Alho et al. (1985).

Os ovos de quel6nios sdo postos na areia, onde a fémea cava o ninho, deposita 0s ovos
e depois os recobre (VOGT, 2008). As bactérias ja estdo presentes nos ninhos, visto que a areia
gue os constitui contém matéria organica, o que favorece o desenvolvimento de bactérias sem
que haja uma forma de controle.A superficie dos ovos acaba se tornando favoravel para a
proliferacdo de bactérias, pois 0 muco cloacal acaba se tornando fonte de nutrientes, permitindo
a colonizacéo dessa superficie, principalmente pelo muco cloacal apresentar baixo espectro de
acdo antimicrobiana. Outro fato importante sobre essa microbiota pode estar associado a ninhos
em que os embrides morrem em consequéncia de algum fator negativo, o que implica na ndo
eclosédo dos ovos. O fator negativo pode estar relacionado a ndo realizacdo de todos os cuidados
técnicos preconizados na transferéncia como movimentacgao intensa dos ovos, transferéncia em
horas muito quentes do dia, chocadeiras com muita matéria organica e umidade ou densidade
alta de ninhos na chocadeira (MULLIN et. al., 2020; CARRANCO et. al, 2022). Esses ninhos
podem de certa forma ser considerados reservatorios de bactérias, uma vez que 0s 0vos, que
ndo eclodiram e sdo ricos em nutrientes para o desenvolvimento embrionario, podem fornecer
nutrientes adequados para a colonizacgéo e proliferacdo bacteriana, o que necessita de estudos
mais aprofundados.

Em estudo comparativo da composic¢éo nutricional e bactérias entre ovos de galinha
poedeiras e de tartaruga verde (Chelonia mydas), Hashikin et al. (2021) observaram maiores
teores de proteina bruta e lipidios em ovos de tartaruga, e em relacdo as bactérias, Proteus sp.
foi predominante, tanto na superficie da casca quanto no conteudo interno, seguido por K.
pneumoniae e E. coli, externa e internamente, respectivamente. Outra forma importante de
contaminacdo de ovos de galinhas poedeiras, € o contato das cascas dos ovos com as fezes,
segundo Melo et al. (2015) a contaminagdo pode ocorrer no contato com fezes ou areas
contaminadas ap0s a postura (oviposic¢ao) ou pelos microrganismos presentes na cloaca. Além
disso, os Aerobios facultativos, que incluem membros da familia das Enterobacteriacae,
Pseudomonas e as leveduras, podem estar presentes em pequeno nimero no baixo intestino e
contaminar 0s ovos no momento da postura de galinhas poedeiras ou no meio ambiente
(BARROW,1994).

Pseudomonas e outros géneros de coliformes podem provocar alteragées que ndo sédo
percebidas pela cor e odor, porém a gema pode desintegrar-se e a albumina liquefazer-se.
Ainda, os bolores produzem coagulagéo ou liquefagdo do ovo de galinha poedeiras, aparecendo

sabor e odor de mofo nos ovos. Com a presenga de bolores podem aparecer as seguintes
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alteracdes: manchas puntiformes em grande numero dentro e fora da casca, producdo de
mucosidade superficial (quando umidade relativa do ar alta) e apodrecimento devido a entrada
de micélios no interior dos ovos através de rachaduras ou poros (EMBRAPA, 2004).

Carranco et al. (2022) analisaram 680 ovos de P. unifilis, transferidos de ambiente
natural para cativeiro no Equador e detectaram sintomas de infec¢do pelo fungo Fusarium em
42%. Nestes, a eclodibilidade foi de apenas 8%, contra 72% nos ovos sem sintomas de infeccdo
fangica. Por outro lado, a microbiota presente nos ninhos e nos ovos possui papel fundamental
na colonizagdo intestinal, este foi fato destacado em um outro estudo de Carranco et al. (2022)
ao analisar amostras obtidas de ovos incubados em ninhos artificiais, filhotes e juvenis de P.
unifilis, onde constatou papel fundamental da microbiota ambiental nos estagios iniciais do
desenvolvimento da microbiota intestinal dessa espécie.

Andrade et al. (2004) que tambeém realizaram estudo sobre qualidade bacterioldgica de
ovos de galinha comercializados em granjas, supermercados, feiras livres e postos de vende,
observaram que 40,44% examinados continham bacilos Gram-negativos que poderiam alterar
a qualidade nutricional dos ovos e representar potencial comprometedor para a saude
publica.Salientaram amostras contaminadas com Salmonella spp. (4,46%), que, dependendo do
sorovar envolvido no processo, das condi¢des de estocagem, da utilizacdo e do preparo de
alimentos, podem determinar sérios agravos a saude dos consumidores, pois Salmonella spp.
tém ampla distribuicdo na natureza, e o trato intestinal do homem eanimais € seu principal
reservatorio.

Considerando os ovos de ambas as espécies analisadas nos dois periodos de coleta,
Yersinia sp., Escherichia coli e Shigella sp. foram as bactérias mais frequentes em ovos de
ambiente de cativeiro dentre os 12 géneros identificados, enquanto Citrobacter sp.,
Pseudomonas sp., e Proteus sp. foram mais frequentes em ovos de ambiente natural, que
apresentaram maior diversidade de géneros, 16 no total. Essas bactérias estdo ligadas a casos
clinicos de infec@es intestinais (E. coli, Shigella sp., Yersinia sp., e Citrobacter sp.), infeccdes
urinarias (E. coli, Proteus sp. e Citrobacter sp.), meningites, abscesso cerebral, endocardite
(Citrobacter sp.) e infec¢cOes cutaneas e abcessos (Pseudomonas sp.). Mesmo sendo comuns na
microbiota dos animais e seres humanos, essas bactérias sdo oportunistas, podendo promover
casos mais graves em grupos mais suscetiveis, debilitados ou imunodeprimidos (SILVESTRE
e BETLLOCH, 1999; TRABULSI et al., 1999; BABU et al., 2013; RUSSO e JOHSON, 2018).

Como alguns sorovares tém um reservatorio animal especifico, sua transmissdo esta
vinculada a alimentos obtidos desses animais (BAU et al., 2001). Os ovos tém sido apontados

como uns dos principais veiculadores do género Salmonella, responsavel por surtos de
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toxinfeccdes alimentares de maior ou menor gravidade como diarréia, dor abdominal, febre,
dor de cabeca, mal-estar, desidratacao e calafrios (ANDRADE et al., 2004).

Doencas relacionadas a contaminacdo de alimentos como 0Ss 0vos por géneros
bacterianos com potencial patogénico podem resultar em infec¢Bes severas, como septicemias,
encefalite, meningite e aborto, com altas taxas de hospitalizacGes e mortes, acometendo sobre
tudo, grupos mais suscetiveis como pessoas idosas, recém-nascidos, gestantes e individuos
imunocomprometidos, o chamado grupo de risco (SILVA, 2010).

Sobre as analises alométricas, os resultados das andlises de regressao entre as variaveis
biométricas das matrizes, caracteristicas dos ninhos e temperatura e o nimero de bactérias
contaminantes, reforcam a idéia de que, provavelmente, os fatores que influenciam a
eclodibilidade dos ovos estejam mais relacionados as caracteristicas do ninho (nimero de ovos,
largura e a profundidade do ninho) e ao clima (temperatura média) que afetam o tempo de
incubacio (FERREIRA-JUNIOR, 2009), do que & quantidade e diversidade de bactérias na
cloaca das matrizes, na areia/substrato dos ninhos ou nos ovos.

A temperatura média dos ninhos parece ser o fator decisivo para um maior sucesso de
eclosdo e uma menor taxa de contaminagdo por bactérias, informacéao relevante para manejo,
pois sugere que praias mais altas, menos Umidas e com maiores areas expostas ao sol, tendem
a ter melhores resultados na producdo de filhotes. O que vai de encontro aos resultados
encontrados por Catique (2011) ao analisar a influéncia das caracteristicas das praias (altura,
granulometria, umidade e matéria organica) em relacdo as taxas de eclosdo e nascimentos dos
filhotes.

Quanto ao estudo de tempo de prateleira, a contaminacao do contetdo interno dos ovos
de P. expansa permanecia relativamente baixa até os 15 dias, aumentando ap6s esse periodo.
Este fato pode estar relacionado a morte e deterioragcdo do embrido, ja que se tratavam de ovos
fecundados mantidos em condi¢Oes ambientais de tratamentos utilizados para ovos de aves
(CLIMACO et al., 2018), que demandam caracteristicas de incubac&o muito diferentes dos de
queldnios, sobretudo relacionadas & temperatura e umidade (FERREIRA-JUNIOR, 2009;
CATIQUE, 2011).

Os ovos tratados com radiacdo UV apresentaram os melhores resultados de desinfec¢éo,
mantendo a contaminacgdo dos ovos relativamente baixa até 30 dias, corroborando resultados
de trabalhos realizados com ovos de aves (CLIMACO et al., 2018; VASSAL et al., 2023).
Analisando procedimentos de desinfecdo em 1.080 ovos de poedeiras comerciais, Climaco et
al. (2018) apontaram o tratamento com luz Ultravioleta como mais eficaz na reducdo de

microrganismos, sem comprometimento da casca. Ressalta ainda que, o uso de desinfetantes,
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pode reduzir a espessura da casca, que além de aumentar os riscos de quebra, permite maior
penetracao de bactérias.

O tratamento com areia demonstrou melhor manutencao do peso do ovo, possivelmente
por permitir um maior equilibrio na umidade, decisiva nas trocas hidricas e gasosas que afetam
o desenvolvimento dos embrides (FERREIRA-JUNIOR, 2009). A técnica de conservar ovos
de queldnios em latas ou recipientes com areia por até 15-20 dias para consumo é uma pratica
muito utilizada pelos ribeirinhos e indigenas na Amazonia. Segundo Andrade et. al., (2015), o
etnoconhecimento local pode nos dar alguns indicativos para se conseguir melhores técnicas
para armazenar por maior tempo 0s ovos de tartarugas e tracajas das criagdes comerciais
legalizadas.

Mesmo que os ovos de queldnios facam parte da industria alimenticia na Amazonia de
forma ndo convencional e desregulamentada, avaliar meios de desinfecdo e acondicionamento
dos ovos pode contribuir em ac¢Ges de conservacao e saude publica. A avaliacdo de mais de um
meio de desinfeccdo de alimentos realizada neste trabalho é pratica comum e recomendada,
ressaltada em inimeros trabalhos, visto que cada método tem diferentes alvos moleculares de
acio (CONTRERAS et al., 2002; ARAUJO; ALBINO, 2011; CLIMACO etal., 2018). Segundo
Vassal et al., (2023), a combinacdo entre métodos de desinfec¢do, como o uso de luz UV com
desinfetantes, pode aumentar o poder de reduzir os microrganismos por acdo complementar
destes métodos. Assim, analisar o uso combinado de métodos, cientificos e tradicionais, de
desinfecdo e acondicionamento de ovos de quelénios pode gerar maior eficacia na
descontaminacao e aumento de viabilidade desses ovos.
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7 CONCLUSAO

A diversidade de bactérias foi influenciada por espécie, ambiente, periodo de
coleta e tipo de amostra, porém houve alta similaridade de bactérias encontradas entre espécies
de quelbnios e ambientes, reforcando que enterobactérias fazem naturalmente parte da
microbiota dos animais e ambientes, de forma transitoria e/ou residente.

A viabilidade dos ovos estd mais relacionada as caracteristicas do ninho e ao
clima, do que a quantidade e diversidade de bactérias na cloaca das matrizes, nos ninhos ou nos
ovos. A temperatura dos ninhos demonstrou influéncia na eclodibilidade e contaminagéo
bacteriana, indicando que praias mais altas, menos Umidas e com maior insolacéo, tendem a ter
melhores resultados na producao de filhotes.

Citrobacter freundii, E. coli, Salmonella sp., entre outras enterobactérias
encontradas nos ovos, sdo potenciais causadoras de doencas em humanos, indicando possiveis
riscos a saude publica, sendo recomendada devida higienizacdo antes do consumo.

Armazenamento em areia e tratamento com Luz UV geraram menor
contaminacdo dos ovos por coliformes, meséfilos e Staphylococcus aureus. Além disso, 0
armazenamento em areia manteve o peso/umidade do ovo estavel até 30 dias, diferentemente
dos demais métodos.

Considerando a importancia das enterobactérias do ponto de vista ambiental e
médico, associada a alta diversidade de bactérias identificadas nos ovos de quelbnios
analisados, maiores estudos sdo recomendados para auxiliar em ac¢0es de conservagdo das
espécies e de salde publica. Paralelamente, meios de desinfec¢do e armazenamento adaptados
e mais aplicaveis a ovos de queldnios, deverdo ser testados, de modo a aumentar a viabilidade

desses ovos em programas de criacdo dessas espécies.
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