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ESTUDO DO COMPORTAMENTO REPRODUTIVO E DA
DINAMICA FOLICULAR DE MUCUAS (Kinosternon
scorpioides) EM CATIVEIRO

RESUMO

O presente trabalho relaciona-se a pesquisa experimental com Kinosternon
scorpioides adultos em cativeiro e teve como objetivo descrever e analisar aspectos
da biologia reprodutiva e do comportamento de Kinosternon scorpioides adultos em
cativeiro, mediante parametros relacionados ao ciclo sexual e desempenho
reprodutivo de exemplares adultos de Kinosternon scorpioides do Criadouro
Cientifico de Mucua do Projeto Bio-Fauna, da Universidade Federal Rural da
Amazonia — UFRA, em Belém, Para. Realizou-se exame ultrassonografico para
determinacao da viabilidade da técnica, associado a parametros comportamentais
para o estudo do evento folicular em fémeas de Kinosternon scorpioides. Foram
formados dois lotes de machos e fémeas, na proporcao de 1:3, compreendendo 10
reprodutores e 30 matrizes. Foram feitos exames ultrassonograficos e
acompanhamento comportamental. Os animais foram analisados durante um ano, a
cada 7 dias, para avaliacao e mapeamento do padrao do crescimento folicular em
ambos os ovarios e presenca de ovo no oviduto, aléem do acompanhamento do
comportamento reprodutivo e agonistico da espécie. Estruturas reprodutivas foram
observadas em 30 fémeas, das quais 26 eram reprodutivamente ativas enquanto 4
apresentavam foliculos atrésicos ou foliculos pequenos. Nesta variante, os foliculos
mostraram um crescimento constante, uniforme em aproximadamente 42,7 dias
(entre 18 e 81 dias). No caso de fémeas que fizeram multiplas posturas foi verificado
a presenca de ovos e um ovario mais ativo, com presenca de foliculos grandes
(1,68+0,18cm) com crescimento continuo ate o tamanho de foliculos pré-ovulatorios..
Foram observados dois tipos de ciclo, o curto e o longo. No primeiro, os foliculos
envolvidos cresceram deficientemente, e apresentaram diametro meédio de 1,05 (=
0,07) cm, ja no segundo os foliculos apresentaram tamanho semelhante ao de
foliculos pre-ovulatorios: 1,52 (= 0,3) cm de diametro. As copulas ocorreram
envolvendo apenas fémeas com foliculos grandes. Foi encontrada correlagdo entre
a o tamanho dos foliculos presentes no ovario e a aceitagcdo da copula. O menor
tamanho de foliculo em que houve copula foi 1,84 cm. Com os presentes dados foi
possivel demonstrar uma estreita correlagao entre a receptividade sexual e estagio
de maturacao folicular. Isto é indicado pelo fato de que todas as coépulas terem
ocorrido com foliculos grandes (pré-ovulatorios), sendo que nenhuma copula foi
observada em fémeas com ovo no oviduto e nem com foliculos pequenos € médios.
Sendo assim a receptividade sexual esta relacionada com as variagdes ciclicas
foliculares. Além disso, com base no acompanhamento ultrassonografico foi possivel
determinar as fémeas que iriam fazer multiplas posturas pelos padroes de imagens
observadas.

Palavras-chave: Quelénios, Dinamica folicular, Kinosternon scorpioides,
Reproducao, Testudines
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STUDY OF REPRODUCTIVE BEHAVIOR AND DYNAMICS
FOLLICULAR MUCUAS (Kinosternon scorpioides) IN
CAPTIVITY

ABSTRACT

This work relates to experimental research with Kinosternon scorpioides adults
captive and aimed to describe and analyze aspects of reproductive biology and
behavior of Kinosternon scorpioides adults in captivity, through the sexual cycle
related parameters and reproductive performance of adult specimens of Kinosternon
scorpioides the Scientific Breeding mucua Project Bio-Fauna of the Federal Rural
University of Amazonia -. UFRA in Belém, Para ultrasound examination was
performed to determine the feasibility of the technique, associated with behavioral
parameters for the study of follicular event in females of Kinosternon scorpioides.
Two batches of males and females were formed at a ratio of 1: 3, comprising 10 to 30
breeding matrices. Sonographic examinations were performed and behavioral
monitoring. The animals were reviewed over a year, every 7 days for evaluation and
mapping of the pattern of follicular growth in both ovaries and the presence of egg in
the oviduct, and monitoring of reproductive and agonistic behavior of the species.
Reproductive structures were observed in 30 females, of which 26 were
reproductively active while 4 had atretic follicles and small follicles. In this
embodiment, the follicles showed a steady, uniform growth by approximately 42.7
days (between 18 and 81 days). In the case of females who made multiple postures
was verified the presence of eggs and a more active ovary with the presence of large
follicles (1.68 + 0,18cm) with continued growth to the size of pre-ovulatory follicles
were observed two . type of cycle, the short and long. In the first, involved the follicles
grew poorly and showed an average diameter of 1.05 (x 0.07) cm, in the second
follicles were similar to the size of pre-ovulatory follicles: 1.52 (+ 0.3) cm in diameter.
Copulation occurred involving only females with large follicles. Correlation between
the size of the follicles present in the ovary and the acceptance of copulation was
found. The smaller size of the follicle in which there was intercourse was 1.84 cm.
With the present data it was possible to demonstrate a close correlation between
sexual receptivity and stage of follicular maturation. This is indicated by the fact that
all matings have occurred with (pre-ovulatory) large follicles, and no copulation was
observed in females with egg in the oviduct and not with small follicles is average.
Thus sexual receptivity is related to follicular cyclically. Furthermore, based on the
tracking ultrasound was possible to determine the females would make multiple
positions by the standards of the observed images.

Keywords: Turtles, follicular dynamics, Kinosternon scorpioides, reproduction,
Testudines
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1. INTRODUCAO

As populagdes de queldnios ao redor do mundo estdao diminuindo de forma
alarmante (MOLL;MOLL, 2004). A histéria de vida de muitos quelénios faz com que
sejam vulneraveis a extincao. As baixas taxas de crescimento e os longos periodos
necessarios para que atinjam a maturidade sao caracteristicas deste grupo, alem
disso, um longo periodo de vida, geralmente, esta associado a uma baixa taxa de
substituicao de individuos na populagcao. Essas caracteristicas podem predispor as
espeécies ao risco de extincao (POUGH et al. 1993). Além dos aspectos naturais que
dificultam a sobrevivéncia dos queldnios, encontramos também diversos fatores
antropicos. As varias alteracbes dos habitats, atraves das queimadas,
desmatamento das matas ciliares, canalizacao de cursos d'agua, aterramento de
areas alagadas, trafico e consumo de especies, entre outras, causam impactos
significativos sobre as populacoes (POUGH et al. 2001, FERRI 2002, FERREIRA Jr.
2003).

Em algumas regites brasileiras, sob o ponto de vista econbémico sao o0s
quelénios os mais importantes répteis, muito utilizados por populacoes de baixa
renda e também muito apreciados na culinaria nas regides de ocorréncia. Desta
forma, tém seus destinos, também, para restaurantes, que apesar de terem
conhecimento da infracdo as leis ambientais, nao os incluem em seus cardapios
para nao serem punidos, mas servem a iguaria a pedido de alguns clientes. Na
literatura brasileira aparecem, ainda, referéncias dos quelénios como as citadas por
Gilberto Freyre em suas obras como iguarias e quitutes tradicionais da regiao Norte.
O autor atribui a esses quelbnios uma importdncia maior que a dos peixes como
fonte de proteina animal para as populagoées ribeirinhas (apud FERREIRA Jr. 2003).

Dentre os queldnios mais explorados como fonte de alimento, se pode
destacar as seguintes espécies: tartaruga-da-Amazodnia (Podocnemis expansa),
tracaja (Podocnemis unifilis) e o mucgua (Kinosternon scorpioides) (BRITO ;
FERREIRA, 1978; PALHA et al. 1999). O mucua, pela qualidade de carne e
subprodutos, constitui forte componente da histéria, costumes e economia das
comunidades ribeirinhas e urbanas na Amazodnia e, apesar de ser protegido pela



(8]

legislacao ambiental, tem seus estoques naturais explorados comercialmente de
forma intensa e sem controle. Devido a proibicao de sua captura, € impossivel saber
a quantidade de animais que sao retirados da natureza. Além disso, os estudos
sobre o tamanho das populagoes e sobre as taxas de renovacao desses estoques,
ainda nao foram realizados (CASTRO, 2005).

Nao ha estimativa precisa sobre o contigente de mucuds existente na
natureza, mas sabe-se que a populagao esta diminuindo, pois a pressao de caga €
grande e bastante antiga. E uma espécie muito cacada na regido Norte e Nordeste
do Brasil, tanto para alimentagdo ou estimagao, como para comercio, com
espéecimes vendidos ilegalmente em duzias. Apesar desta comercializacao ser ilegal,
o mucua vem sofrendo sobrecaca, nao figurando na lista oficial de espécies
brasileiras ameacadas de extingao meramente por insuficiéncia de dados sobre as
populacoes de vida livre (IBAMA, 2004).

Esta espécie € uma das mais apreendidas pelo IBAMA-MA nas feiras e
mercados do municipio de Sao Luis, capital do Estado do Maranhao. Esse réptil €
alvo das acoes antropicas na regiao da Baixada Maranhense, gerando renda as
comunidades ribeirinhas por causa do extrativismo ilegal. A coleta desta espécie,
segundo relatos de pescadores do municipio de Sao Bento-MA, ocorre no periodo
de estiagem, compreendido entre os meses de julho a janeiro, momento em que o
animal vem ao ambiente terrestre para se reproduzir e entao é capturado (LIMA,
2003). Os animais apreendidos tém como destino feiras e mercados da capital
maranhense, constituindo-se em iguaria da culinaria regional servida na propria
carapaca sob a forma de casquinho de mugua. Esta comercializagao ocorre de
forma clandestina, infringindo a Lei Federal n® 9.605/98, de 12 de fevereiro de 1998
(PEREIRA et al. 2007).

PALHA et al. (2006) realizaram um estudo para caracterizar as formas de
comercializagao e uso do Kinosternon scorpioides, em Belem/PA, mediante
pesquisa em supermercados, restaurantes e lojas especializadas em pescados, do
total de entrevistados, 50% alegaram nao vender o produto por ser ilegal e 23%
confirmaram a comercializagao. Para os entrevistados a oferta de mucuas € intensa
e frequente, mediante fornecedores clandestinos. O interesse pela aquisicao legal
de animais e produtos atingiu 89% dos entrevistados, sendo tal preferéncia pela



carne para preparo do casquinho-de-mugua, com preco medio de R$ 16,00 (R$
13,00 a 25,00) a porcao de +150g. Para restaurantes, a demanda média foi de 260
muguas/més, correspondendo ao preparo de 130/casquinhos/més. Segundo o0s
autores, estimativas sobre demanda para a carne de mucuas no mercado de Belém,
podem chegar a milhares de espécimes/ano. Tais valores podem estar
subestimados, considerando-se os niveis de interesse (89%) verificados junto aos
estabelecimentos especializados em culinaria regional. Além disso, existem os
estabelecimentos informais. Ressalta-se que a demanda € abastecida pelo comércio

ilegal.

Atualmente, em diversas partes do mundo existem iniciativas
conservacionistas que tentam restaurar e manter em equilibrio os niveis
populacionais de queldnios aquaticos e terrestres, sempre tentando preservar o
habitat desses animais, integrando os valores culturais das comunidades que 0s
utilizam e buscando a geracao de renda alternativa para essas comunidades
(CAMARA, 1982; PRITCHARD ; TREBBAU, 1984; IBAMA, 1989; POUGH et al.
2001; FERRI, 2002). Uma solugcao seria a criacao em cativeiro, facilitando o
consumo, aumentando a renda e contribuindo com a preservacao das especies
(VANZOLINI et al., 1980; ACUNA-MESEN, 1994).

Quanto a criacao em cativeiro de K. scorpioides, hoje pouco se pode oferecer
aos criadores em termos de recomendacoes técnicas para um sistema de producao
efetivo, especiaimente no que se refere a sua sustentabilidade, ao aproveitamento
das potencialidades da espécie, ao atendimento de expectativas dos produtores, e
ainda, ao atrelamento a programas de conservacao da espeécie, seja em manejo
comunitario ou empreendimentos privados. Espera-se que o aumento da oferta de
produtos oriundos de criadouros licenciados de animais silvestres, nao s6 diminua a
pressao de caca sobre os estoques naturais, mas contribua para o conhecimento
cientifico dos queldnios criados nestas condigoes. No entanto, ha diversos pontos de
estrangulamento nesse processo, sendo inclusive ainda muito limitado o
conhecimento técnico-cientifico relativo a espécie e suas particularidades, em vida
livre ou cativeiro (PALHA et al. 2006). Neste contexto, assume-se ser uma das
espécies-chave para estudos e projetos que busquem contribuir para o

conhecimento, a conservacao e o aproveitamento econdémico deste importante



recurso da fauna amazonica. E indiscutivel a importancia de praticas de manejo
direcionadas para o ordenamento do uso da espécie e para sua criagdo em
cativeiro, aliadas a politicas de monitoramento dos plantéis de vida livre e de
educacao ambiental, como caminhos importantes para conservacao desse quelonio.
No entanto, sem dados sobre a biologia da espécie nado ha como se respaldar
estudos e esforcos aplicados a sua conservacao.

Nesse esforco e de extrema importancia o conhecimento sobre o ciclo
reprodutivo e comportamento da espécie em cativeiro. O exame ultrassonografico
pode ser utilizado para a avaliagao das condigoes reprodutivas e acompanhamento
da foliculogénese. Diagnostico por imagem de repteis pode ser um desafio porque a
anatomia dos repteis apresenta alteracoes dependendo da ordem a qual pertence a
espécie. Conhecimento da anatomia normal € essencial para a selecao e
interpretacao de diagnostico técnicas de imagem (SCHUMACHER ; TOAL, 2001). O
acompanhamento do estado reprodutivo € importante para o monitoramento de
populacoes em vida livre ou em cativeiro, por exemplo, os foliculos podem ser
medidos para prever se um animal esta proximo a ovulagao. Para algumas espécies
esta informacao pode ser usada para determinar o melhor tempo para a introducao
de um macho para fémea (MITCHELL, 2011).

A partir de 2004, iniciaram os estudos sobre esta espécie em cativeiro, pelo
Subprojeto “Criacao de Mucgua (Kinosternon scorpioides) em cativeiro: avaliagao do
potencial produtivo com vistas a criagao comercial”, iniciativa do Projeto Bio-Fauna,
apoiada pelo Banco da Amazbénia — BASA. O Projeto Bio-Fauna/UFRA vem
realizando estudos sequenciais sobre a espécie (Silva, 2006).

Este estudo busca um maior conhecimento sobre a reproducao da espeécie
em cativeiro. Portanto, procura-se gerar conhecimento aplicavel da forma mais
realista possivel, para que os resultados possam servir de incentivo para o
aproveitamento sustentavel da espécie. As informacdes resultantes servirao nao
somente para subsidiar programas de exploragao zootécnica do animal em questao,
mas também a sua conservagao , haja vista que se espera que, com a
disponibilidade de animais e seus subprodutos, oriundos de criatérios comerciais, a
pressao de caca sobre os animais de vida livre diminua, contribuindo assim para a

reducdo do comércio ilegal e para o aumento dos estoques naturais da espécie. O



conhecimento de aspectos biologicos da espécie em cativeiro pode ser util a
compreensao do que ocorre em vida livre e vice-versa. Servem tambem como base
para a formulagao alternativas de producao sustentavel, que contribuam como fonte
de renda extra para comunidades locais das areas de distribuicao da espécie. Nesse
sentido o nosso objetivo neste trabalho foi fornecer informacoes sobre os aspectos
da dinamica folicular e relacionar com aspectos comportamentais. Registrar a
receptividade sexual das fémeas e estabelecer relagdes entre o comportamento de
acasalamento, as estruturas do ovario e com a concepcao de sucesso em fémeas
receptivas. A demonstracao da relacéo entre a receptividade sexual, estado folicular
ovariana e concepcao, pode levar ao desenvolvimento de um ensaio para

determinar o melhor manejo e estudo para espécie in-situ e ex-situ.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Kinosternon scorpioides

2.1.1. Descricao taxonoémica

De acordo com TURTLE TAXONOMY WORKING GROUP (2009), o mugua
pertence a familia Kinosternidae, que compreende duas subfamilias (Staurotypinae
e Kinosterninae), quatro géneros (Claudius, Staurotypus, Sternotherus e
Kinosternon) e 25 espécies localizadas no novo mundo. O género Kinosternon,
compreende 18 espécies, estendidas desde o sul do Canada até a América do Sul.
A espécie Kinosternon scorpioides tem quatro subespécies que possuem
caracteristicas, genotipos e fenodtipos muito parecidos, sendo dificil sua

diferenciacao.
2.1.2. Distribuicao geografica da espécie

Presente nas trés Americas, 0 Kinosternon scorpioides tem distribuicao
ampla. Sao nativos da Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, El Salvador,
Equador, Guatemala, Guianas, Honduras, llha de Santo André, México, Nicaragua,
Panama, Paraguai, Peru, Trinidad e Venezuela (MOLINA et al. 2001; BERRY ;
IVERSON, 2001; SOMMA, 2005).

Em sua ampla distribuicdo esta espécie mostra grande variedade
ontogenética e individual, sendo dificili a interpretacao das variabilidades
geograficas. As populacoes sao divididas em subdivisbes geograficas:
mesoamericanas - populacdes do norte (México, Guatemala, Belize e El Salvador),
populagoes de Bacia do rio de Chiapas (México e Guatemala) e populagdes de
Honduras, Nicaragua, Costa Rica e Panama; e as populacbes da América do Sul -
populacoes do norte da América do Sul e populagbes do sul (Bolivia e Argentina).
Em cada uma dessas populagbes observam-se diferencas morfomeétricas
particulares: forma e tamanho da carapaca, tamanho do plastrao, entalhe anal
presente ou ausente, escudos inguinal e axilar em contato ou nao, padrao e cor da

cabeca. E as populacdes (exceto as da Argentina e Bolivia) estao conectadas em



zonas de transicao onde se podem observar diferengas intermediarias (SAVAGE,
2002).

No Brasil, o Kinosternon scorpioides distribui-se na costa do Amapa, llha de
Marajo, Para, Maranhao, Ronddnia, Acre, Amazonas, Mato Grosso, Tocantins, Rio
Grande do Norte, Pernambuco, Piaui, Ceard, Paraiba, Alagoas, Goids, e Minas
Gerais (VANZOLINI et al. 1980; ROCHA & MOLINA, 1987; MOLINA;ROCHA 1996;

GARRONE, 2006; COSTA et al. 2010; ICMBIO, 2010), conforme mapa apresentado
na Figura 1.
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Figura 1: Distribuicdo geografica no Brasil do Kinosternon scorpioides. Pontos em
vermelho representam locais onde foi registrado a presenca da espécie.

(mapa adaptado de GARRONE, 2006, COSTA et al. 2010, ICMBIO,
2010).



2.1.3. Caracteristicas da espécie e do habitat

O Kinosternon scorpioides € um pequeno queldénio que se caracteriza por
apresentar carapaca oblonga, relativamente alta, estreita e oval, com presenca de
trés quilhas longitudinais dorsais, sendo uma mais elevada na linha vertebral
(VINKE;VINKE, 2001). A referéncia ao "scorpioides" na nomenclatura deste quelénio
€ baseada na estrutura cornea que existe na ponta da cauda e que contribui para
que o formato desta, no macho, lembra a configuracao da cauda de um escorpiao
(BERRY;IVERSON, 2001).

A cor da carapagca varia de marrom-claro ao verde-oliva ou preto
(PRITCHARD; TREBBAU, 1984; BERRY;IVERSON, 2001). O primeiro escudo (ou
escudo vertebral) da carapaca € mais largo que longo e existe a presenca do escudo
cervical. A carapaca € muito larga, formada por onze escudos marginais, e esta
ligada ao plastrao por largas pontes (escudos intermediarios, ditos escudo axilar e
escudo inguinal). Mosimann (1956), Hulse (1976) e Dunham;Gibbons (1990)
encontraram correlagao positiva entre os comprimentos da carapaca e do plastrao
para Kinosternon integrum, Kinosternon sonoriense e Kinosternon subrubru.

O plastrao é formado por grandes escudos e apresenta duas linhas
transversais articulaveis, uma cranial e outra caudal, que permitem relativa
mobilidade aos grupos de escudos craniais (formados por cinco escudos) e caudais
(formado por quatro escudos), inclusive possibilitando moverem-se totalmente de
encontro a carapaca, protegendo as partes “moles” aparentes do animal
(BERRY;IVERSON, 2001). A duas “dobradicas” do plastrao sao caracteristicas para
estas espécies. Com esta mobilidade do plastrdao o animal tem a habilidade de se
fechar completamente em situagdes perigosas (VOGT, 2008).

Essa nao é sua unica possibilidade de defesa, a mordida € muito dolorosa
devido a sua cabeca grande e mandibulas poderosas. Aléem disso, quando se
sentem ameacados exalam um almiscar de odor intenso, secretado por glandulas
situadas cranialmente aos membros posteriores, que forca a maioria dos predadores
se afastarem (VINKE, 2001).



A cabecga pode ser marrom, cinza ou preta com manchas de padrao creme,
laranja, vermelho, rosa ou amarelo e com barbelas na mandibula
(PRITCHARD; TREBBAU, 1984; BERRY;IVERSON, 2001).

Apesar de sua ampla distribuicdo, existem poucas informacdes sobre as
condigbes ecologicas do habitat da espécie, apontando a necessidade de mais
elementos (PEREIRA et al. 2007).

O Kinosternon scorpioides € um cagado com ampla tolerancia ecolégica, vive
tanto em habitat I6ticos e lénticos como: riachos, lagoas, margens dos lagos,
pantanos e lagoas temporarias, em diferentes ecossistemas. Conforme os dados
obtidos por PEREIRA et al. (2007), no Maranhdo, K. scorpioides scorpioides
permanece em aguas com temperaturas que variam de 26 a 30°C. Na Costa Rica,
Acuna-Mesén et al. (1983) verificaram valores entre 23 e 27 °C, indicando que a

especie habita corpos d’agua tropicais.

Preferem ambientes com bastante vegetacao aquatica. Estivam quando o
nivel da agua esta ficando baixo, deixando a agua e cavando debaixo de folhas
acumuladas ou adjacentes a arvores caidas e, na temporada seca, deambulam em
terra firme em direcao a ambientes umidos (RUEDA-ALMONACID et al., 2007,
VOGT, 2008). Em periodo de estiagem se enterram no barro até a chegada das
chuvas (RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Durante o periodo de reproducéao, é
possivel encontra-lo em terra firme (BERRY;IVERSON, 2001).

Os Kinosternon em vida livre encontram-se ativos principalmente pela manha
e animais em cativeiro durante a noite (CASTANO;FORERQ, 2002). VINKE:VINKE
(2001) em estudo realizado no Paraguai, relatam que frequentemente encontrava
individuos de Kinosternon scorpioides no comeco do dia e que alguns exemplares
mostravam-se ativos até mesmo ao meio-dia, apesar do calor extremo. Os animais
eram encontrados sempre perto de corpos de d’agua temporarios com agua por um
periodo sazonal ou depois das chuvas. Em tempo seco extremo esses animais nao
eram mais vistos na area, mas assim que as chuvas voltavam a cair, eram avistados

novamente.

Nao existem estimativas populacionais no Brasil, mas sabe-se que nao ha

grandes populagées no Para, Amazonas e Ronddénia (VOGT, 2010). Na zona
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costeira do estado do Maranhao, a estrutura da populagdo mostra que 91% dos
individuos capturados de K. scorpioides scorpioides foram adultos (de tamanho entre
10 e 16cm) e 8,9% de juvenis (de tamanhos entre 5 e 9cm). Em relacao as faixas
etarias por sexo, foram observados 100% de machos adultos. Fémeas juvenis e
fémeas adultas foram representadas em proporgbes de 23,6% e 76,3%
respectivamente. Para esta espécie, foi observado que nao houve diferenca
significativa no numero de machos e fémeas capturadas ao longo dos meses e a
razao sexual de K. scorpioides scorpioides é de 1,6 machos para cada fémea
(OLIVEIRA et al., 2005).

IVERSON (1991) em trabalho realizado com Kinosternon flavescens,
identificou que a mortalidade durante o primeiro ano de vida foi extremamente alta
(81%), em razao principalmente da predacao e inviabilidade dos ovos e condi¢oes
ambientais desfavoraveis. A sobrevivéncia anual de juvenis foi relativamente alta

(30-70%), excedendo 90% no sexto ano de vida e 95% no oitavo ano.

Segundo Acuna-Mesén (1994), K. scorpioides scorpioides sofre forte
influéncia abiotica em seu micro-habitat e interagao frequente com outros seres
vivos, especialmente com vertebrados predadores. Estas caracteristicas analisadas
individualmente ou em conjunto fornecem importantes informagoes que podem ser
utilizadas na conservacao deste queldnio. PEREIRA et al. (2007) relata que os
bubalinos (Bubalus bubalis) apesar de nao se constituirem em predadores de K.
scorpioides podem interferir na sobrevivéncia destes animais pelo seu pisoteio. Isto
se deve, conforme apontado anteriormente, ao fato de que esta espécie de quelbénio
compartilha o mesmo habitat com os bufalos, no Maranhao e na llha do Marajo. Na
llha de San Andrés (Colémbia) a espécie se encontra ameaga pela reducéao de seu
habitat, devido as profundas modificacdoes durante os ultimos anos, tanto pelas
secas ocorridas como também para introducao de Caiman sp., 0 que vem causando

uma ostensiva diminuicao da populacao (RUEDA-A, 2001).
2.1.4. Dimorfismo sexual

Considerando o0s aspectos reprodutivos, pode-se salientar que muitas
espécies apresentam dimorfismo sexual, sendo expressa principalmente na

diferenca de porte entre machos e fémeas, sendo geralmente o macho maior que a
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fémea (PRITCHARD, 1979, MOLINA, 1992). Outros caracteres dimorfos
frequentemente observados em muitas espécies de quelénios sdo o casco mais
baixo e a cauda apresentando maior comprimento nos machos, além da presenca
de uma concavidade no plastrao (MOLINA;ROCHA, 1996; FERREIRA Jr., 2003). Em
varias espécies, os machos apresentam as garras dos membros anteriores mais
compridas do que as fémeas (ERNST;BARBOUR, 1989).

Segundo MOLINA (1992), o dimorfismo sexual nos quelénios se expressa
principalmente na diferenga de porte entre os machos e as fémeas. BERRY;SHINE
(1980) mostram que, em geral, nas espécies terrestres os machos sao maiores que
as fémeas, o que favorece a tentativa de subjuga-la durante a cépula.

Os queldnios do género Kinosternon tém um dimorfismo sexual bastante
marcante (MACIP-RIOS et al. 2009). CASTRO (2006) observou que o dimorfismo
sexual so era perceptivel quando os animais alcancavam 20 meses de idade, neste
periodo o comprimento da carapaca era de 94 mm, evidenciando o escurecimento
da cabega e aumento da cauda, enquanto as fémeas possuiam cauda curta e

cabeca amarelada.

A cabeca, o pescoco, a garganta e o maxilar dos machos sao tigrados
(marcados com manchas negras) (SEXTON, 1960), essa regiao pode ser muito
pigmentada chegando a ser negra, enquanto que nas fémeas ela é bastante clara
(PEREIRA;LEMOS, 2007) (Figura 2). O macho também possui o plastrao céncavo
muito préoximo dos escudos femorais, enquanto que o da fémea é chato e mais
espacado. A cauda do macho € espessa e trés vezes mais longa que a da fémea,
com aparéncia de cauda de escorpiao, prolongada por uma unha cérnea dura e
curva. Na fémea, a cauda € muito pequena, conica e com uma unha terminal pouco
visivel. A curvatura da carapaca € regular na fémea, da nucal as supra-caudais,
muito mais convexa ao nivel das ultimas vértebras do que das primeiras, no macho.
Nos machos, as garras das patas anteriores sao longas, arqueadas e pontudas. A
cabeca do macho € um pouco mais larga que a da fémea (FRETEY, 1976). As
fémeas adultas de Kinosternon scorpioides possuem o plastrao mais comprido que
0s machos, nestes o plastrao mais curto seria uma adaptacao para facilitar a copula
(MAHUMOUD, 1967).



Figura 2. Dimorfismo sexual de Kinosternon scorpioides, A) A cabeca tigrada do
macho e a cabega amarelada da fémea. B) Cauda do macho espessa e
comprida e cauda da fémea pequena e curta.



Na Costa Rica, registrou-se que os machos sdo maiores que as fémeas,
apresentando um comprimento de carapacga entre 150 e 175 mm, enquanto que nas
fémeas varia entre 124 e 159 mm (ACUNA-MESEN, 1994). No estado do Maranhao,
registrou-se que os machos s@o maiores que as fémeas, tendo em média 138 mm
de comprimento, enquanto as fémeas tém em média 122,5 mm de comprimento, e
uma massa média de 257,59 (PEREIRA et al., 2004). MARQUES et al. (2008)
registraram peso e dados biométricos de muguas na llha do Marajo (PA), verificando
machos com peso 338,25+58,99g, comprimento da carapaga 140+0,55mm, largura
da carapacga 86,4+0,47mm, comprimento do plastrao 120,0 mm (+0,63), largura do
plastrdo 74,2 mm (+0,51) e altura 47,5 mm (+0,59) e fémeas com peso 340,739
(#53,72), comprimento da carapaga 133,0 mm (+0,683), largura da carapaca 86,8 mm
(+0,41), comprimento do plastrao 123,0 mm (+0,59), largura do plastrao 76,1 mm
(+0,36) e altura 49,2 mm (+0,45).

2.1.4. Reproducao

O trato reprodutor feminino em queldénios consiste em um par de ovarios e
ovidutos, e seus respectivos ligamentos mesentéricos (mesovario, mesosalpinge e
mesotubario). Os ovarios e ovidutos imaturos mudam de tamanho e estruturagéo
com o passar da idade, puberdade, e entre as estagOes reprodutivas e nao
reprodutivas (HAMANN et al., 2003).

Nas fémeas sexualmente maturas, os foliculos presentes nos ovarios
aumentam de tamanho e adquirem uma coloragdo amarelada brilhante. Os foliculos
maiores alongam-se em sentido cranial, ao passo que os menores e imaturos
permanecem mais concentrados no ter¢o posterior do ovario. Os foliculos atingem a
maturidade ao apresentarem 2-3cm de didmetro (meédia entre as espécies),
momento oportuno as ovulagoes e acasalamento das fémeas (WYNEKEN, 2001).

Assim como os ovarios, os ovidutos também passam pelo processo de
maturagao. De simples paredes tubulares delgadas, passam a paredes musculares
espessas e moveis com aumento linear do diametro luminal. O oviduto aparece

dobrado ao longo de todo seu comprimento quando ndo est4 ativo. E funcionalmente



dividido em cinco regides: infundibulo, magno, istmo, utero e vagina (WYNEKEN,
2001). Essa caracteristica foi observada por Machado Junior (2006) no mucgua, foi
também citada para os répteis por Andrew e Hickman (1974), para as tartarugas por
Ashley (1969) e para as aves por Dyce et al. (1997).

Em fémeas adultas de Kinosternon scorpioides, os ovarios apresentaram-se
sempre constituidos de massas amarelas, compostas de diversos foliculos em
diferentes fases de desenvolvimento, contendo uma densa quantidade de vitelo, cuja
funcao, segundo a literatura, € servir de matéria nutritiva ao embridao ao longo do seu
desenvolvimento dentro do ovo (MACHADO JUNIOR, 2006).

Na preparacao para o acasalamento, um grupo inteiro de foliculos maduros
sao ovulados simultaneamente, e os odécitos sao captados pelo oviduto, na regiao do
infundibulo. Uma vez no oviduto, cada foliculo passa posteriormente pelo segmento
aglandular e adentra no magno, onde é recoberto por uma camada de albumina.
Apés trés dias, os foliculos passam para a regiao da concha glandular, onde sao
secretados proteinas e carboidratos de membrana (corio), aléem da matriz de
“aragonite”, e passam a ser chamados de ovos. Nessa regiao, onde permanecem
aproximadamente seis a sete dias, os ovos adquirem certo grau de calcificagao,
sendo na sequiéncia depositados na vagina, onde podem permanecer durante varios
dias, até que passem pela cloaca e sejam desovados (ovoposi¢cao) (WYNEKEN,
2001).

A puberdade na fémea inicia-se com o crescimento de pequenos foliculos que
produzem estrogeno e, aos poucos, vao crescendo e amadurecendo. O estrégeno
estimula a produgao e a secre¢dao de uma proteina chamada vitelogenina, que, por
sua vez, transporta lipideos, predominantemente triglicerideos, para o interior do
foliculo em crescimento. Esse processo, no qual ha o armazenamento progressivo
de proteina e lipideo no interior de foliculos, proporciona o amadurecimento dos
odcitos e é chamado de vitelogénese. Inicia-se aproximadamente oito a nove meses
antes da estacao reprodutiva (GURAYA, 1989).

As ovulacoes ocorrem apos a completa maturagao do odcito, que é expelido
do interior do foliculo e captado pelas fimbrias, caindo no interior do infundibulo, no
oviduto. Concomitantemente, no ovario, ha a formagao do corpo luteo, por hipertrofia

das células da parede do foliculo com predominio de células da granulosa
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(GURAYA, 1989). Estes medem em torno de 1,5cm em tartarugas marinhas e
apresentam uma forma de cratera. Assim como em mamiferos e aves, em resposta
ao horménio luteinizante (LH), produzem e secretam progesterona, que, por sua vez,
estimula a producao de albumina (OWENS, 1980).

Os corpos luteos regridem no decorrer da estagao reprodutiva, quando, em
seu final, apresentam diferentes tamanhos em fungao do tempo de ovulacao de
diferentes grupos de foliculos. Ao regredirem, os corpos luteos, assim como nos
mamiferos e aves, tornam-se cicatrizes esbranquigadas, passando a ser chamados
de corpos albicans (WYNEKEN, 2001).

Ainda sao pouco conhecidos os processos fisiologicos envolvidos na
ovoposicao. Neste periodo sao também observadas altas concentracoes circulantes
de metabdlitos de algumas substancias, como da prostaglandina e arginina
(HAMANN et al., 2003).

Os machos dominantes apresentam durante o periodo préximo ao inicio da
atividade sexual valores séricos de testosterona superiores aos machos
subordinados. Todavia tais valores podem ser invertidos quando alternadas as
posi¢coes de subordinagao (JESSOP et al., 1999). Quando em atividade sexual, os
valores séricos de FSH e LH demonstram-se menores quando comparados ao
periodo pré-reprodutivo (LICHT et al., 1980).

As fémeas de tartarugas marinhas realizam, em media, duas (Lepidochelys
kempi) a seis (Dermochelys coriacea) posturas por temporada reprodutiva, sendo
estas geralmente de ocorréncia noturna. O intervalo entre desovas de uma fémea
nao é rigorosamente anual, intervalos de dois, trés, quatro e até nove anos entre
desovas sao frequentemente observados (HAMANN et al,, 2003). O processo de
desova envolve uma seérie de etapas: 1) emergéncia da tartaruga da agua; 2)
deslocamento até um local seguro da acao das marés (nesta etapa a tartaruga pode
desistir do processo se perturbada); 3) preparacao do terreno e da cama (diametro
aproximado de dois metros, dependendo da espécie); 4) escavag¢ao do ninho, de
profundidade variada de acordo com a espécie); 5) deposicao dos ovos (o numero
de ovos varia dependendo da espécie); 6) cobertura e camuflagem do ninho; 7)
retorno ao mar. Todo este processo leva aproximadamente de 1 a 2 horas (HIRTH,
1980).
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Segundo Molina (1992), o dimorfismo sexual nos quelbnios se expressa
principalmente na diferenca de porte entre os machos e as fémeas. Berry e Shine
(1980) mostram que, em geral, nas espécies terrestres os machos sao maiores que
as fémeas, o que favorece a tentativa de subjuga-la durante a copula, enquanto que
nas espécies de nado ativo as fémeas sao maiores, e 0os machos dificimente
conseguem subjuga-las. Nesse caso, a diferenca no tamanho seria explicada pelo
aumento do sucesso reprodutivo das fémeas, pela aumentada capacidade de
locomogao dos machos e o consequente sucesso na localizagao das fémeas e/ou
pela canalizagao, por parte dos machos, de grande quantidade de energia disponivel

para a procura de fémeas e nao para o crescimento.

Os quelénios do género Kinosternon tém um dimorfismo sexual bastante
marcante. Em 50 espécimes examinados, a cabega do macho mediu em média 27,6
mm e a da fémea, 27,1 mm. Entretanto, o maior espécime da colegao do Museu de
Paris € uma fémea oriunda da Guiana, cujo comprimento de dorso € de 158 mm,
enquanto a média é de 137 mm, para os machos, e de 136 mm, para as fémeas
(FRETEY, 1976). Esse dimorfismo também foi confirmado por Acuna-Mesen (1994),
na Costa Rica, que registrou que os machos sao maiores que as fémeas,
apresentando um comprimento de casco entre 15 e 17,5 cm, enquanto que as

fémeas estao entre 12,4 e 15,9 cm.

Mahmoud (1967) observou que a maturidade dos machos € alcangada entre
quatro e sete anos e das fémeas entre cinco e oito anos, em espécies de clima
temperado em vida livre. Goode (1994) registrou fémeas em reprodugao com
tamanho da carapaga de 12,2 cm a 14,6 cm, com media variando de 13,0 cm a 13,4

cm.

Pouco se sabe sobre o acasalamento nas espécies sul-americanas da familia
Chelidae (MOLINA, 1989). Uma caracteristica que influencia o comportamento
reprodutivo dos quelénios é a associacao da maioria das espécies a ambientes
aquaticos ou semi-aquaticos. Isto contribui para dificultar os estudos sobre a biologia
reprodutiva das espeécies, tanto por ampliar os efeitos da variagao térmica sobre os
espécimes, ninhos e ovos como pelos desafios metodolégicos para a observacao de

parametros reprodutivos fisicos e comportamentais dos individuos, uma vez que é
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dificil observa-los em seu meio (CAGLE, 1950; CARPENTER, 1980; MOLINA, 1989;
CARPENTER;FERGUSON, 1997). Sendo assim, o estudo em cativeiro tem sido de
extrema importancia, uma vez que possibilita avaliacao mais detalhada do padrao
comportamental.

Uma intrigante questao, de cunho evolutivo e ecologico, é a relacao entre as
caracteristicas ambientais e o tempo e esforgo parental investidos na reprodugao
das espécies de animais selvagens. Porém, pouco progresso foi feito em se
determinar o investimento parental para a maioria dos repteis, particularmente para
os quelonios (GIBBONS;GREENE, 1979). Fémeas adultas grandes de queldnios
produziram ninhadas maiores e possivelmente tiveram a frequéncia de posturas
aumentadas em relagao as fémeas adultas pequenas (GIBBONS et al., 1981). Em
algumas espécies de quelonios, o tamanho da ninhada e o numero de descendentes
e o tamanho dos ovos e dos descendentes estao positivamente correlacionados com
o tamanho da fémea (GIBBONS et al., 1982). Estudos tém examinado a relagao
entre a idade da fémea a primeira postura e o nimero de ovos. O numero de ovos é
crescente a partir da primeira postura, devendo estabilizar-se e manter-se estavel ou
entrar em declinio, a partir de determinada idade (CORREA, 1978).

Moll e Legler (1971) observaram que no género Kinosternon, as espécies
tropicais produzem ninhadas com ovos maiores, porém em menor numero que as
espécies da regiao temperada do hemisfério Norte.

Muitas informacoes sobre a reprodugao de animais silvestres sao obtidas
post-mortem, através de necropsia. A radiologia € um método que permite estudar
estruturas anatémicas internas do animal sem provocar lesées ou maiores
comprometimentos para a vida do animal. Além disso, a atividade reprodutiva de
uma fémea pode ser monitorada em distintos momentos. As lécnicas sao cem por
cento precisas para determinar fémeas com ovos completamente formados e
determinar o tamanho e o numero de ovos por fémeas, sem ter que abaté-las
(GIBBONS;GREENE, 1979).

Segundo Altland et al. (1951), quelonios adultos sao menos susceptiveis a
efeitos colaterais da irradiagao-X que mamiferos ou anfibios. Assim, adotando-se
procedimentos que salvaguardem as recomendacoes de seguranga, nao ha efeitos

detectaveis em embridbes em desenvolvimento. No entanto, potenciais efeitos em



longo prazo, com relagao a capacidade reprodutiva dos individuos que sofrem
exposi¢oes multiplas, sao desconhecidos.

O diagnostico por imagem de répteis pode ser um desafio porque a anatomia
deste grupo apresenta alteracoes dependendo da ordem a qual pertence a espécie.
O conhecimento da anatomia normal e a fisiopatologia das doengas do reptilianos é
essencial para a selecao, interpretacao e diagnostico de técnicas de imagem
(SCHUMACHER;TOAL, 2001). A ultrassonografia, em conjunto com a radiografia
constitui uma importante ferramenta de diagnostico nao-invasivo na medicina dos
répteis, permitindo a Vvisualizagao e interpretacdo do anatomia normal
(SCHUMACHER;TOAL, 2001).

O exame ultrassonografico pode ser utilizado para a avaliagao das condigoes
reprodutivas, acompanhamento da foliculogénese, diagnostico, previsao de postura
e das desordens reprodutivas. O acompanhamento do estado reprodutivo é
importante para o monitoramento de popula¢cées em vida livre ou em cativeiro, por
exemplo, os foliculos podem ser medidos para prever se um animal esta provavel
que a ovulagao. Para algumas espécies esta informacdo pode ser usada para
determinar o melhor tempo para a introdugao de um macho para fémea
(SCHUMACHER;TOAL, 2001; MITCHELL, 2011).

Sobre a reprodugao dos Quinosternideos poucas referéncias sao encontradas
com relacao a vida livre. A maioria das espécies faz postura durante uma unica
estacdo do ano. Existe a hipotese que este grupo provavelmente faz posturas
multiplas durante o ano, com pequeno numero de ovos (de um a cinco, em meédia).
Os ovos sao depositados em ninhos feitos com a vegetacao do local e, as vezes,
podem ser enterrados. As posturas variam com a espécie e até entre individuos
dentro de uma espécie. Alguns optam por enterrar seus ovos, outros depositam sob
a vegetacao e folhas (KIRKPATRICK, 1997).

Rocha e Molina (1985) observaram dados da postura de uma fémea que
media 11,4cm de comprimento do plastrao, 7,5 cm de largura do plastrao e pesava
2959, que apresentou trés ovos variando entre 3,25 e 3,6 cm de comprimento, 1,95
e 2,0cm de largura e 7,6 e 8g de peso.

Ovos de muguas apresentam formato alongado e coloragao rosada logo apos

a postura, com uma faixa branca transversal mediana de largura variavel na casca.



Esta é dura e lisa, porem foi constatada em alguns ovos a presenga de pequenas
rugosidades nas extremidades, com o passar dos dias, a casca se torna mais
esbranquicada e aspera (SILVA et al., 2004). Sexton (1960) observou que o
tamanho dos ovos varia de 37 a 40mm de comprimento e de 18 a 19 mm de largura;
Ja Fretey (1976) registrou ovos com 36,1 a 37,2mm de comprimento e 20,4 a
20,9mm de largura.

Gibbons e Tinkle (1982) realizaram uma investigacdo com trés diferentes
populagdes Chrysemys picta, queldnio de agua doce do estado de Michigan (EUA) e
observaram uma significativa diferenga entre o tamanho dos exemplares e de suas
ninhadas. Os autores acreditam que as diferengas extremas verificadas nas dietas
entre as trés populagbes podem ser responsaveis pelas diferencas no tamanho do
corpo. Com isso, sugeriram que as diferentes dietas como sendo a causa primaria
das diferencas nas taxas de crescimento, dessa forma podendo ser responsaveis
pelas diferencas na reprodugao.

Outros autores concordam que ha variagao no numero de ovos por postura
entre populacdoes de queldnios de diferentes regides (TINKLE 1961, GIBBONS
1970) e no tamanho dos ovos (CAGLE, 1950, MOLL;LEGLER 1971). lverson et al
(1993), apresentou que para quelonios de agua doce do hemisfério Norte ha uma
relacdo positiva entre a latitude e o tamanho da ninhada e uma relacao negativa
entre a latitude e o tamanho do ovo.

Segundo Gibbons e Tinkle (1982), ha uma necessidade de informagao acerca
de fatores que afetam taxas de crescimento, tamanho dos animais e aspectos
reprodutivos nas diferentes populagdes de queldnios. Vanzolini (1977), observou
correlagdo positiva entre o volume médio dos ovos de P. unifilis e o nimero de ovos
por postura. Foi observada correlagéo positiva entre o numero de ovos por postura e
o tamanho da fémea, em P. expansa (ALHO E PADUA, 1982) P. unifilis (VANZOLINI
1977, SOINI, 1980) e Phrynops geoffroanus (MOLINA, 1990).

A capacidade de estocar espermas na espermateca € uma das taticas
reprodutivas de algumas espécies de queldnios, a qual permite que varias desovas
possam ser realizadas dentro de um periodo de intermuda, sem intervengao de nova
copula (CHEUNG, 1968, MORGAN et al. 1983, HARTNOLL, 1985). Tanto a
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realizacao da desova como os processos envolvidos para tal, como a maturagéao das
gbnadas e a manutengao da incubacao dos ovos, exigem gastos de energia.

Uma suposicao chave em muitos tratamentos de histéria de vida é que os
gastos energéticos alocados para uma reproducao em andamento podem resultar
em limitacao do crescimento da fémea (devido ao direcionamento de recursos
energéticos para fins reprodutivos e nao de crescimento) afetar a fecundidade
(numero de ovos) da proxima desova e/ou reduzir o desempenho reprodutivo
(WILLIANS, 1966, CALOW 1979). Tuomi et al. (1983) relatam duas maneiras pelas
quais os animais podem superar essas limitacoes e estocar energia: uma delas diz
respeito a alimentagdo continuada enquanto o animal esta “gravido”; a outra
concerne ao intervalo de tempo entre as desovas, de forma que maiores intervalos
permitem ao animal obter energia suficiente para ovipositar com sucesso.

Em estudos focando a fecundidade intra-especifica em funcao do tamanho da
fémea, € comum observar uma variabilidade do niumero de ovos produzidos por
individuos de uma mesma classe de comprimento. De maneira geral, essa
variabilidade tem sido muitas vezes atribuida a ocorréncia de desovas multiplas;
entretanto, essas inferéncias séo especulativas, desde que poucos estudos tém sido
realizados no sentido de quantificar o tamanho da massa ou o numero de ovos de
desovas sucessivas (BRYANT;HARTNOLL 1995, SAINTE-MARIE:CARRIERE
1995).

Segundo Pereira (2000), hda uma necessidade de se ampliar as informagoes
acerca de fatores que afetam a reproducao, de investimento parental e a influéncia

da alimentacao nas diferentes populacbes de quelonios.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Estudar a dinamica ovariana e estabelecer um padrao ultrasssonografico do
ciclo ovariano, discutindo as alteragoes foliculares e relacionando-as com aspectos

comportamentais da espécie em cativeiro.

3.2. Especificos

- avaliar os ciclos foliculares ovarianos;
- relacionar ao comportamento reprodutivo do macho com as caracteristicas

ovarianas e comportamentais das fémeas;
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4. MATERIAL E METODOS

A pesquisa consistiu no monitoramento do comportamento sexual e da
reproducao de exemplares adultos de Kinosternon scorpioides do Criadouro
Cientifico de Mucgua do Projeto Bio-Fauna, no Campus Sede da Universidade

Federal Rural da Amazonia.

4.1. Localizagao e Caracterizagao da Area

O Criadouro Cientifico de Mugua do Projeto Bio-Fauna, esta localizado no
Campus Sede da UFRA, em Belém, Para (1°27'26.9"S 48°26'19.4"W).

A area apresenta clima equatorial, quente e umido, sofrendo influéncia direta
da floresta amazonica. A temperatura média é de 27,2°C, podendo atingir 33°C nos
meses mais quentes (agosto a dezembro).

As chuvas séo constantes, com indice pluviométrico de 3131,1mm (ano) e
umidade relativa média de 82,83% (Embrapa, 2013). Entre os meses de dezembro e
junho ocorrem os maiores indices pluviométricos (média=376,51 mm) (Periodo
chuvoso) e 0os meses de menores indices pluviométricos (média 145,33 mm) se
estendem de junho a novembro (Periodo seco).

Os animais utilizados na pesquisa experimental foram mantidos alojados em
viveiros, construidos em alvenaria e situados em area arborizada pela presenca de
bambuzais que durante o periodo da manha sombreavam parte da area destes
recintos. Cada viveiro media 2,18m x 5m, compreendendo cerca de 11m? de area
total, sendo 80% em espelho d’agua (2,18 x 4m), dotado de rampa e tendo
aproximadamente 70cm de profundidade; os 30% restantes eram constituidos de
areia lavada (2,18 x 1m). Os espelhos d’agua, em cada viveiro, ainda tiveram sua
area proposital e parcialmente sombreada, mediante a colocacao de tabuas, em

condi¢oes uniformes aos mesmos (Figura 3).
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Figura 3: Viveiros de manutencado e reprodugao de muguas (Kinosternon
scorpioides). Fonte: Projeto Bio-Fauna/UFRA.

4.2. Animais

Os animais utilizados no estudo foram Kinosternon scorpioides adultos,
previamente obtidos mediante repasse por 6érgaos ambientais, como o IBAMA e o
Batalhao de Policiamento Ambiental — BPA/PM. O Criadouro Cientifico possui
autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis
(IBAMA), para atividades com finalidades cientificas (licen¢a criadouro 1602685 e
CEUA n° 029837/11).

Foram selecionados animais adultos considerados higidos apos realizacao de
exame clinico geral, radiografico e ultrassonografico.

Utilizou-se, nesse experimento dois lotes de macho (/) e fémeas (%), na
proporgao de 1:3, compreendendo 10 reprodutores e 30 matrizes, totalizando 40
animais adultos. Os animais apresentavam, ao inicio do experimento, peso médio de
450g+2,59 e 520+3,8g para machos e fémeas, respectivamente.

Os animais foram alimentados as segundas, quartas e sextas-feiras, na
proporgao de 1% PV/dia, entre 11h e 14h. A alimentagao foi constituida de ragao
para peixe (28%PB).



4.3. Avaliacao biométricas

Mensalmente foi feita a biometria dos animais com o auxilio de um
paquimetro (Paguimetro Mitutoyo, precisdo de 0,01mm): aferindo-se comprimento
da carapaca (CC), largura da carapaca (LC), comprimento do plastrao (CP), largura
do plastrao (LP), altura do casco (A) e a distancia existente entre o plastrédo e a
carapaca na regiao caudal (abertura plastrao/carapaca ou “gap caudal’) (GAP). A

massa corporea (M) foi obtida com auxilio de balangca com precisao de 0,1g.

4.4. Monitoramento do comportamento reprodutivo

Para descrever o comportamento de corte até o acasalamento, e verificar os
eventos do ciclo reprodutivo do grupo reprodutivo (comportamento reprodutivo), os
machos foram colocados com as fémeas entre 9 e 12h, e seu comportamento foi
monitorado por dupla de observadores, durante cinco vezes por semana por 12
meses.

A coleta de dados comportamentais foi realizada pelo método de "todas as
ocorréncias" ("all ocurrences sampling") e "amostragem de sequéncias” ("sequence
sampling") (Lehner,1996). Essas observac¢des permitiram também obter informacoes
sobre duracao das fases do comportamento reprodutivo. Foi registrada a frequéncia
de todas as ocorréncias para os comportamentos reprodutivo e agonistico. As
categorias comportamentais que foram consideradas para registro estao descritas
na Tabela 1.

Os Comportamentos pré-definidos (Silva, 2011) foram classificados como
eventos Unicos na sequéncia de sua ocorréncia. A frequéncia do comportamento
(isto €, o numero de vezes que um comportamento ocorreu), a laténcia para a
primeira ocorréncia (segundos) e a duracao de ocorréncia (segundos) foram a base
para analise estatistica. As definicbes dos comportamentos observados sao

apresentados na Tabela 1.



Tabela 1. Categorias comportamentais de Kinosternon scorpioides registradas para
os grupos de reprodutores e matrizes (Silva, 2011).

Categorias Definicoes
Comportamentais

Animais nadando a meia agua ou se movimentando
., ho assoalho do tanque. Animal seguindo o deslocamento
d\: de outro. Os animais movem-se rapidamente, nadando ou
“HET caminhando pelo fundo do tanque, mudando de diregao.

Movimentos de aproximacao e olfacao (A), toques de

Macho se aproxima nadando por cima da fémea e se
posiciona horizontalmente sobre esta, com a por¢ao
anterior do seu plastrdo alinhado com a porgao anterior
da carapaca da fémea.

O macho posiciona a cauda estendida e arqueada para
baixo, movimentando-a ao redor da regiao cloacal da
féemea. O macho fica com pescoco esticado e arqueado,
esfregando a parte ventral do pescog¢o na carapaga ou na
cabeca da fémea (B). Pode haver mordidas ou tentativas
do macho em morder a cabeca e o pescogo da fémea ou a
fémea tentar morder a parte ventral do pescogo do macho.

O macho posiciona-se mais caudalmente a carapaga da
fémea posiciona os membros anteriores nos escudos
costais da fémea (C), aproximando sua cauda da cauda da
fémea, colocando em contato as aberturas cloacais de
ambos 0s sexos, com a introdu¢ao do pénis na cloaca da
féemea (D). O macho mantém o pescogo estendido parado
ou esfrega a parte ventral do pesco¢co na carapaca da

fémea.
Aceitacao Fémea se mantém quieta e aceita a monta do macho.
Interagao agonistica Mordidas ou tentativas de morder por parte de outro

__, animal. Confronto direto com outro animal. Enfrentamento.

J

Fuga do animais de uma interagcao com outro animal.

Bloqueio da Cauda Fémea bloqueia o orificio da cloaca com os membros
posteriores.




Todas as interagoes agonisticas foram observadas durante os periodos de
observag@o como amostragem de todas as ocorréncias, onde o instigador e a vitima
de cada ocorréncia foram registrados, gerando uma matriz sociométrica. A
hierarquia social de cada grupo de animais foi estabelecida com a utilizagdo da
matriz sociométrica. O calculo dos escores sociais foi baseado nas interacoes
agonisticas entre os animais, aos pares, que foram registradas conforme descrito.
Matrizes foram elaboradas para cada grupo com o numero de sucesso e fracasso de
cada animal em relagao a cada outro animal do grupo (HURNIK et al., 1995).

As alteragOes nos padroes de comportamento reprodutivo feminino durante o
ciclo reprodutivo foram registrados e classificados considerando fémeas receptivas e
nao receptivas a copula. Fémeas receptivas tinham o padrdao comportamental de
fémeas quietas, submissas ao machos durante o comportamento de pré-copula e
copula. Fémeas nao receptivas foram os individuos que apresentavam tentativa de
fuga durante a pré-copula e cépula. Outra medida potencialmente importante de
receptividade sexual feminina € a porcentagem de tentativas de monta do macho

que sao aceitos pela fémea.

4.5. Avaliacao radiografica

Durante um ano, as fémeas foram radiografadas mensalmente. E em
momentos criticos, apds a detecgao ultrassonografica de ovo(s) no(s) oviduto(s), tais
fémeas passaram a ser radiografadas a cada sete dias. As radiografias foram
realizadas no Hospital Veterinario da UFRA (HOVET). Para tanto, utilizou-se cassete
e filme de tamanho médio (30x40), com configuragao do aparelho de radiografia
ajustada para 40Kv por 0,5s, a uma distancia de 1m. Os animais foram
radiografados em grupos de trés, sendo previamente acondicionados em vasilhas

plasticas, para facilitar a contencao e restricao de movimentos (Figura 4).
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Figura 4: Método de contengdo de mucud (Kinosternon scorpioides) durante o
exame radiografico

4.6. Monitoramento ultrassonografico

Para o monitoramento da atividade ovariana foram realizados exames
ultrassonograficos. Os procedimentos ocorreram apenas com contengao fisica.
Utilizou-se o aparelho de ultrassom MyLab30 VET Gold® em modo-B, equipado com
transdutor microconvexo (7,5 e 10MHz).

Durante um ano, foram feitas observagdes ultrassonograficas a cada sete
dias para obtencao de dados como: dinamica folicular, determinacao do ciclo
reprodutivo, numero de posturas, nimeros de ovos por postura, relagao do tamanho
da ninhada e dos ovos com o tamanho da fémea. E, durante os periodos especiais,
como a ovulagao e a postura de ovos, os exames foram feitos diariamente.

Os animais foram examinados somente com contengao fisica, procedendo-se
a extensao dos membros para liberagao de uma janela acustica. Os animais eram
mantidos posicionamento ortostatico, pois naturalmente os 6rgdos na cavidade

celomatica ficam dispostos sobre o plastrao (ventral) (Figura 5). Quando o animal



esta posicionado em decubito dorsal pode ocorrer o deslocamento dos 6rgaos e do
ar, 0 que causava uma interferéncia na imagem.

As janelas acusticas utilizadas durante exames ultrassonograficos foram a
pré-femoral direita e esquerda, locais estes onde o transdutor pode ser colocado em
contato com a pele (Figura 6).

Algumas limitagbes foram encontradas no curso dos exames
ultrassonograficos. Inicialmente houve ligeira dificuldade de obtencao de imagens
em animais pequenos, que possuem espaco limitado entre a carapaca e o plastrao
(janela acusticas pré-femoral). Isto dificultou ou nao possibilitou o contato do
transdutor com a pele, gerando imagens de pessima qualidade. Sabe-se que em
queldnios a carapaga e o plastrao restringem o posicionamento do transdutor. No
caso dos Kinosternon scorpioides foi possivel contornar a situacao com a aplicacao
de generosa quantidade de gel e o uso de um dedo de luva preenchido com gel ou
agua, como meio de contato entre transdutor e a pele do animal (Figura 7). Alem
disso, os animais foram mantidos no tanque com agua até o momento do exame,
para manter a hidratagao e diminuir a perda de conteudo da vesicula urinaria.

A Figura 8 ilustra um esquema anatéomico dos principais 6rgaos observados
durante os exames ultrassonograficos em Kinosternon scorpioides. Foi realizada
avaliagcao geral da cavidade, localizagao dos principais orgaos e, posteriormente
exame minucioso para contagem e medicao dos foliculos ovarianos e identificacao
das demais estruturas presentes no ovario e oviduto. De inicio era realizada a
avaliacao do lado direito do animal. e terminado o exame neste lado a mesma

avaliacao era realizada a partir do lado esquerdo do animal.
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Figura 6: Posicionamento ortostatico para exame ultrassonografico em mugua

(Kinosternon scorpioides). Note que o animal esta com o membro
posterior estendido e o transdutor posicionado na janela acustica pré-

femoral.
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Figura 7: Imagem do exame ultrassonografico de mucgua (Kinosternon scorpioides)
com utilizagao de dispositivo (luva de latex com gel) para ampliagdo da
profundidade do objeto.

Figura 8: Esquema anatdémico dos principais 6rgaos celomaticos em Kinosternon
scorpioides.



Buscou-se no estudo ultrassonografico a avaliagao dos ovarios, dos ovidutos
e dos ovos. Os principais aspectos estudados foram a presenca e as caracteristicas
de foliculos ovarianos pequenos, médios, grandes ou atrésicos e de ovos. De forma
semelhante Ernst (1971) classificou os foliculos em grandes (maiores que 15 mm),
medios (11 a 14 mm) e pequenos (6 a 10 mm). Os foliculos pré-vitelogénicos, tinham
menos ecogenicidade que foliculos maiores e estavam presentes durante todo o ano
e forneceram poucas informagoes uteis sobre a atividade ovariana por iSso nao
foram contabilizados. Também foram registrado a presenca de estruturas como ovo
em formacao no oviduto e a presenga de foliculos em atresia no ovario.

Condi¢cao do ovario foi determinada dependendo do estado dos foliculos
ovarianos, as fémeas foram classificadas como reprodutivamente inativas, pela
presenca de foliculos pré-vitelogénicos ou reprodutivamente ativas, pela presenca
de foliculos vitelogénicos. Fémeas com foliculos foram por sua vez distribuidas em
trés categorias de acordo com o tamanho do maior foliculo do ovario [grandes
(maiores que 15mm), médios (11 a 15mm) e pequenos (6 a 10mm)]. Finalmente,
todas as fémeas reprodutivamente ativas foram classificas em fémeas de um, dois,
trés e quatro ciclos foliculares com base no acompanhamento ultrassonografico da
ovulagao e postura.

O tempo gasto no exame ultrassonografico de cada animal variou entre 10 a
20 minutos, dependendo do grau de desenvolvimento ovariano e da quantidade de
estruturas a serem avaliadas no exame. Todos os exames foram gravados para
minimizar o tempo de contencao dos animais. Nao houve necessidade de contencao

quimica dos animais.

4.7. Monitoramento de posturas

Diariamente era realizada inspecao da areia dos recintos para identificacao de
ninhos e ovos. Os ninhos encontrados foram identificados quanto a data, lote,
localizagao dentro do recinto, profundidade, numeros de ovos e a fémea
correspondente.

Os ovos foram medidos com o auxilio de um paquimetro (Paquimetro
Mitutoyo, precisdo de 0,01mm) e pesados em balanga precisao de 0,01g, com

auxilio de um copo plastico cheio de areia para o posicionamento do ovo sobre a



balanca. Foram registrados o comprimento (CO), a largura (LO) e a massa (MO) dos

ovos, alem de observagoes relevantes com relagao as posturas e aspecto dos ovos.
4.8. Dados meteoroldgicos

Para analisar os efeitos da sazonalidade sobre a dinamica folicular e o
comportamento, dados meteorolégicos mensais foram obtidos no Laboratério de
Climatologia da EMBRAPA - Amazénia Oriental, Belém/PA. Com base em tais
dados, obtiveram-se as médias mensais das variaveis climaticas de temperatura (T
°C), umidade (UR %), pluviometria (mm3) e brilho solar (hora-luz/dia), para se
conhecer a variagao climatica. Com essa informagao determinou-se, mediante o
indice de correlacao de Pearson, o grau de associacao entre o ciclo de postura/més

com as variaveis climaticas.

4.9. Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio de uma analise variancia (ANOVA). Os
dados comportamentais foram registrados como frequéncias por tempo. No caso de
dados que nao tinham uma distribuigao normal, eles foram submetidos a uma
transformagao de raiz quadrada antes da analise, para estabilizar a variancia. Foram
realizados testes de normalidade. Para verificar a homogeneidade entre as
variancias os dados foram submetidos a testes de significancia paramétricos e nao-
parametricos, além de correlagao entre as variaveis. As amostras que apresentaram
normalidade nos trés testes e homogeneidade entre as variancias foram entao

analisadas estatisticamente (p<0,05).

As analises estatisticas foram feitas com auxilio dos softwares Statistica 8
(STATSOFT, 2009) e BioEstat 5.0 (AYRES et al., 2007).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A dinamica folicular de Kinosternon scorpioides foi analisada por meio de
exames ultrassonograficos seriados, sendo observado desenvolvimento folicular
com ovulacao, e uma série de desenvolvimento folicular sem ovulagao ou processo

de regressao ou a associacao de ambos.

5.1. Dinamica folicular e formacao do ovo

No momento do exame de ultrassom, os foliculos ovarianos e ovo(s),
quando presente(s), foram visualizados com sucesso em todos os animais. Devido a
maior parte do oviduto ser composta por uma parede fina, o que dificulta a sua
visualizagao, este apenas foi visualizado quando havia presenga de ovo(s) no
interior do luimen. A maior parte do oviduto dos queldénios € composto por uma
parede fina, altamente pregueada, sendo possivel somente sua visualizagao caso
tenha ovos presente no limen (WILKINSON et al., 2008).

Em fémeas reprodutivamente ativas, os ovarios (foliculos em cluster
ocupavam grande parte da cavidade celomatica. Os ovarios localizavam-se
bilateralmente, em disposicao anterior a cintura pélvica, na regiao ventro-lateral da
cavidade celémica, estendendo-se a partir do figado para o colo da vesicula urinaria.
A sua visibilidade, foi dependente do grau de desenvolvimento folicular.

Os foliculos foram mais facilmente visualizados quando a bexiga estava
repleta de liquido. A visualizacao adequada dos foliculos ovarianos foi influenciada
pela fase do ciclo reprodutivo. Fémeas, fora do ciclo reprodutivo os ovarios eram
dificeis de ser visualizados. Ovarios inativos sao geralmente anecoicos e pequenos.

Os foliculos vitelogénicos sao observados com forma esférica, hiperecoica e
homogénea (Figura 9). Foliculos pré-vitelogénicos, foliculos vitelogénicos, ovulagao,
ovos em inicio de formacao e totalmente calcificados e foliculos atrésicos foram
facilmente visualizados. Essas estruturas reprodutivas estao mostradas na Figura 9
e nas imagens macroscopica dos ovarios. Estruturas reprodutivas foram observadas
em 30 fémeas, das quais 26 consideradas como ativas e quatro como nao-ativas do
ponto de vista reprodutivo, sendo que estas apresentaram foliculos atrésicos ou

pequenos.
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Figura 9. Ultrassonograma de foliculos vitelogénicos em diferentes fases de
desenvolvimento durante o ciclo reprodutivo de Kinosternon scorpioides. (A)
foliculos pequenos; (B) foliculos médios; (C) foliculos grandes e (D) foliculos pré-

ovulatorios.

Figura 10. Imagem macroscopica dos ovarios de fémeas de Kinosternon scorpioide (A)
Foliculos pequenos provenientes de fémeas reprodutivamente inativas (B)

Foliculos médios provenientes de fémeas reprodutivamente ativas.
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5.1.2. Desenvolvimento folicular com ovulacao

Em fémeas com ovarios ativos a contagem de foliculos maiores € mais
precisa do que a contagem de foliculos menores. Alguns foliculos pequenos ficavam
na sombra de foliculos maiores ou até mesmo de ovos no oviduto. Por isso a
contagem de foliculos pequenos nao foi utilizada, pela alta variagao em exames
sucessivos. Devido essa dificuldade somente a contagem de foliculos maiores e
ovo(s) no(s) oviduto(s) foram considerados para determinar o tamanho da ninhada.
Os foliculos pequenos e medios foram registrados quanto a presenga e auséncia.

A ultrassonografia permitiu antever informacées acerca da reproducao de
Kinosternon scorpioides, enfatizando a avaliagao do potencial reprodutivo de fémea,
mediante a observacao de parametros como: o numero e tamanho das ninhadas, o
qual variou de apenas um a sete ovos (Tabela 2). Também foi possivel identificar os
animais que realizaram multiplas posturas em uma unica estagao, observando-se
fémeas com até quatro posturas, com ninhadas de mesmo tamanho ou de tamanho

diferente.

Tabela 2 — Numero foliculos pré-ovulatérios e de ovos no oviduto, dados biométricos
dos ovos determinado por varredura ultrassonografica da cavidade

celomatica e numero de postura de fémeas de Kinosternon scorpioides.

N. do Ultrassom Nidificacao

animal foljculos pré- Ovosno Comprimento Largura N.de Total de

ovulatorios oviduto ovo ovo posturas  ovosna

(n) (n) (mm)* (mm)* (n) estacao (n)

12 5 5 35,25 19,51 1 [
2021 4 4 42,39 20,05 1 4
0 2 2 28,7 17,65 1 2
33 3 4 38,6 19,8 1 4
48 3 3 40,26 20,23 2 7
75 4 4 40,3 19,6 2 11
121 4 4 35,63 19,87 3 13
55 3 3 40,62 20,75 3 11
15 5 4 39,4 19,93 4 19
17 6 7 40,75 19,35 4 22
Média 3,9 3,9 38,19 19,674 22 9.8
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Oitenta e seis por cento (86,6%) das fémeas apresentaram ciclos foliculares
encerrando em ovulagao, seguido de postura. Nesta variante, os foliculos mostraram
um crescimento constante, uniforme em aproximadamente em tempo médio de 42,7
dias (18 a 81 dias) (Figura 10).

Os foliculos maduros absorvem liquido agua antes da ovulagao e aumentam
ligeiramente em didmetro alcangando entre 2,5 cm e 3,0 cm (MILLER et al., 2003).
Nas fémeas que nao irao ovular novamente os foliculos nao alcangam o tamanho
minimo ovulatério, dessa forma os foliculos apresentam uma regresSéo gradativa de
tamanho. Os diametros médios dos foliculos que ovularam e dos foliculos que nao
ovularam (sofreram atresia/reabsor¢ao), desde o dia da postura até a ovulacao estao
apresentados na Figura 11.
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Figura 11 - Dinamica folicular de Kinosternon scorpioides. A seta indica 0 momento
da divergéncia folicular no crescimento dos foliculos com ovulagao
(FCO) e os foliculos sem ovulagéao (FSO).

A categorizacao das fases do ciclo reprodutivo feminino observado neste
estudo é semelhante ao descrito por Christiansen;Dunham (1972) e Iverson (2010)
que descreveram para a espécie quatro fases. Na Fase 1 — foliculos pequenos com



inicio do crescimento folicular; Fase 2 — foliculos comegaram a crescer a taxa mais
rapida do que na fase anterior; Fase 3 - foliculos que apresentaram a maior taxa de
crescimento, atingindo o tamanho maximo; Fase 4 — auséncia de crescimento
folicular. Gibbons (1968) constatou que cagados Chrysemys picta coletadas em
Michigan (EUA) em margo continham foliculos medindo entre 15-16 mm de diametro
e que nao apresentaram qualquer crescimento até maio, quando os foliculos
atingiram tamanho ovulatério (cerca de 18 mm). Powell (1967) relatou que foliculos
ovarianos de tartarugas Chrysemys picta coletadas de Nova Escdcia tornaram-se
plenamente maduro durante o outono e quando as tartarugas surgiram na primavera

eles estavam prontos para ovular.

5.1.3. Ovulagéao e a formacgéao do ovo

Ovulos liberados no oviduto durante o processo de ovulacdo, depois da
ruptura da parede do foliculo, tem o formato esferdide e ecogenicidade uniforme,
cercados por uma camada fina e anecoica de albumina que foi secretada dentro de
24 horas (Figura 12). Esta fase nao foi registrada em todos os animais devido ao
curto intervalo de tempo entre a ovulacao e deposito de albumina. Apos 24-36 horas
as membranas do ovo foram estabelecidas, percebendo-se variagao no formato da
gema (mais ou menos esférica). Ou seja, com o avango do desenvolvimento, uma
camada mais espessa de albumina e a membrana da casca do ovo tornam-se
aparentes, formando uma imagem anecoica (camadas de albumina) cercada por um
aro hiperecoico (casca do ovo), a aparéncia esférica é perdida e as estruturas se
tornam ovoides a medida que aumenta o grau de calcificacao, periodo em que a
casca do ovo se torna cada vez mais espessa, causando um sobreamento acustico
(Figura 11). Este processo resultou no decréscimo de visualizagdo da gema e do
albumem do ovo. Os varios 6vulos no oviduto apresentaram membranas de-eve
entre 24-36 horas pos-ovulacao, sendo visualizados ovos e dvulos de casca mole
(cercados apenas com albumina) lado a lado.

Entre os dias dois e sete, os ovos apresentaram formato alongado, com um
aro ecogénico (casca) e a gema alongada com uma camada de albumina aneicdica.
A casca com o passar do tempo fica cada vez mais grossa (mineralizagdo

progressiva) e ecogénica. O endurecimento progressivo da casca do ovo durante



este tempo foi confirmado por radiografias (Figura 13) e palpag¢ao dos ovos através
da regiao prée-femoral. Apés 10-15 dias a imagem da casca do ovo nao permitiu mais
a visualizacdo da gema e da albumina (sombra acustica) (Figura 13). Ao mover o
transdutor em diferentes angulos, foi possivel medir o comprimento e largura dos

ovos, bem como o diametro da gema. No entanto, devido ao espago reduzido nao foi

possivel medir o comprimento de todos 0s ovos.

Figura 12: Imagens de ultrassonograficas do ovario e do oviduto de Kinosternon
scorpioides. (A) Foliculos pré-ovulatorios — 0 horas; (B) Ovo recente no
oviduto — 24 horas; (C) Ovo inicio da calcificacao (gema e albumen
ainda visivel) - 2 dias; (D) Ovo com casca totalmente calcificada — 10

dias.
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Figura 13. Imagem radiografica dos ovos de mucguas (Kinosternon scorpioides) (A)

15 dias apés a ovulagao; e (B) 30 dias apds a ovulagao.

5.1.4. Multiplas posturas

Através dos exames ultrassonograficos foi possivel prever o potencial da
fémea em realizar multipla(s) postura(s) anual(is), entre uma e quatro. Em fémeas
com ovo(s) no oviduto conseguimos verificar a presenga de foliculos pré-ovulatérios.



40

Multiplas posturas foram registras em uma unica estacéo, com ninhadas de mesmo
tamanho ou de tamanho diferente.

Foi possivel identificar fémeas que realizariam fazer multiplas posturas pelas
estruturas ovarianas observadas, presenca de ovos e cluster de foliculos em
continuo desenvolvimento.

A Figura 14 representa a imagem do ciclo reprodutivo de uma fémea que fez
quatro posturas ao ano. Durante a calcificagao dos ovos, grandes foliculos ovarianos
continuam em crescimento até a postura dos ovos ja calcificados e-a ovulagao, que
é subsequente a esta. No caso de fémeas que fizeram multiplas posturas foram
verificados ovos e ovarios mais ativos, com presenca de foliculos grandes
(1,68+0,18cm) em crescimento continuo até alcangar o tamanho de foliculos pré-
ovulatoérios. Sendo assim, € possivel estimar precocemente fémeas que irao fazer
multiplas posturas ao ano, cujos foliculos ainda encontram-se em estagio inicial de
desenvolvimento, bem como ovarios de fémeas que estao encerrando a atividade
reprodutiva na temporada.

A precisao deste tipo de informacéao, utilizando a ultrassonografia como meio
de se estimar a frequéncia e ocorréncia de multiplas posturas e o intervalo entre
elas, poderia fornecer, por exemplo, um melhor conhecimento do numero de fémeas
em uma populacao fecundadas anualmente em uma populacao, produgao filhotes e
esforco reprodutivo (MILLER, 1997). Se um parametro tao importante como a
frequéncia de multiplas posturas estiver incorreto, isso poderia levar a uma ma
interpretacao do status de uma populagao (BLANCO et al., 2012). A subestimativa
desses valores pode afetar as estratégias de conservagédo por superestimar o
numero de fémeas em uma populacado, com base no numero de ninhos
(ALVARADO-DIAZ et al., 2003; BLANCO et al,. 2012). Além disso, os exames
radiograficos apenas registram presenca e auséncia de ovos, nao permitindo
avaliagcao da dinamica folicular e da possibilidade de multiplas posturas.
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Figura 14:Ultrassonograma da cavidade celomatica de mugua (Kinosternon
scorpioides). A. 1) Lado direito - oviduto contendo ovo em inicio de
formacao A.2) Lado esquerdo - ovario com foliculos grandes e medios
concomitantes indicativos de multipla postura. B.1) Lado direito - oviduto
contendo ovo totalmente calcificado. B.2) Lado esquerdo - ovario com

foliculos pequenos indicativos de final de ciclo.

Esse conhecimento pode ser determinante para o estabelecimento de manejo
reprodutivo da espécie em cativeiro, por exemplo, determinar a melhor época para o
acasalamento, a escolha de matrizes, o descarte de animais, a selecao de animais
para programas de melhoramento genético do plantel e etc.

Para Kinosternon scorpioides registramos um intervalo entre posturas
variando de 1 a 2,5 meses. O tempo de retencao dos ovos entre as posturas variou
considerando-se uma mesma estagao reprodutiva, assim, conforme a época de
reproducao progrediu, ovos calcificados tenderam a permanecer por periodos mais
curtos nas tubas uterinas entre a primeira e terceira postura. O transito do ovo no

oviduto foi em meédia 6,8 semanas (variagao 4-16 semanas), 3,4 semanas (variagao



de 3-8 semanas) para duas posturas, 3,75 semanas (variagao de 3-6 semanas) para
trés postura, 4 semanas (variagdo 3 e 6 semanas) para a quarta postura. Goode
(1994) relatou intervalos minimos de 32 e 35 dias. Lardie (1983) registrou um
intervalo entre posturas de 51 dias para uma fémea K. scorpioides cruentatum e
Schilde (2001) relatou um periodo de 4 semanas K. scorpioides albogulare. Hofer
(1999) relata que o intervalo entre posturas em cativeiro para K. scorpioides
albogulare em média foi de 1-2 meses. No entanto, algumas espécies podem reter .
ovos por periodos prolongados. Deirochelys reticularia pode manter ovos no oviduto
por 4 a 6,5 meses em vida livre (BUHLMANN et al., 1995), e Chelodina steindachneri
podem reter ovos por pelo menos quatro meses (KUCHLING, 1999). Os autores
relacionaram o tempo de retengao do ovo no oviduto com a qualidade do ambiente
em que o animal esta exposto. Em K. scorpioides o tempo no oviduto tem maior
relacao com o numero de posturas que a fémea ira realizar.

A data da ovulacao para a primeira postura do ano influenciou fecundidade
anual; o numero de ovos produzidos foi inversamente relacionado com a data de
inicio da reproducao (r= -0,69, P = 0,003). Além disso, a fecundidade anual mostrou
uma correlagao negativa com o tempo meédio de retencao do ovo (r = -0,84, P
<0,001). O efeito do tamanho do corpo do animal na produgao anual de ovos nao foi
significativo.

A duracao da fase de nidificacao foi positivamente correlacionada com o
numero de posturas realizadas. Bertolero et al. (2007) relatam que somente as
fémeas de Testudo hermanni hermanni que fizeram posturas no comeco da estacao
reprodutiva foram capazes de fazer multiplas posturas ao ano. Além disso, as
fémeas maiores tenderam a fazer as primeiras posturas ao inicio da época
reprodutiva, em comparagao as fémeas menores, e nao fazem postura no final da
estacao. Em Kinosternon observou-se neste trabalho que as fémeas que fizeram
multiplas posturas concentraram suas primeiras posturas no comec¢o da estagao
reprodutiva (Figura 15). Houve correlacao negativa entre datas e o nimero total de
posturas (r=-0,68, P 0,001). Assim, fémeas que fizeram posturas mais cedo fizeram
multiplas posturas.

As diferencas observadas na duragao da estagao reprodutiva entre os anos,
relatadas por Silva (2011), variando de 5 a 10 meses pode ser explicada pelas
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diferencas na frequéncia de fémeas que produziram uma, duas, trés ou quatro
posturas anuais, uma vez que encontramos somente fémeas fazendo multiplas

posturas nos trés ultimos meses do ano (Figura 15).
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Figura 15. Distribuigao percentual de posturas unicas (n=1) ou multiplas (n= 2 a 4)
ao longo da estagao reprodutiva de mugua (kinosternon scorpioides).

Ao fazer multiplas posturas as fémeas podem ter um maior sucesso
reprodutivo, pois dividem seus investimentos através do espago e do tempo,
potencialmente reduzindo riscos de predacdo e de exposi¢cao de ovos a diferentes
temperaturas e substratos para incubagao. Tais estratégias dao a espécie grande
flexibilidade em seu padrao reprodutivo. O padrao reprodutivo de Kinosternon
scorpioides pode ser 0 motivo da espécie ser abundante em locais onde outros faxa
de queldonios tém a populacdo reduzida. Chersina angulata tem um padrao
reprodutivo semelhante ao encontrado no estudo para Kinosternon sp. Hofmeyr
(2004) atribui a alta abundancia desta espécie, em comparagao com outras espécies
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de queldnios na Africa do Sul, a sua maior flexibilidade a ambientes e a multiplas
posturas.

Temperatura (média, maxima e minima) e umidade relativa nao diferiram
entre dias de oviposigao. Efeitos da precipitacao sobre o tempo de retengao de ovos
e oviposicao foi bastante complexo. Embora as posturas tenham tido maior
concentragao durante a época seca, eventos de chuva estimularam as oviposi¢cao; a
maioria dos eventos de oviposi¢gao ocorreu em dias de chuva. A chuva teve um
papel estimulante para as posturas, apesar da concentracao das mesmas ocorrer
durante a estagao seca, e 78,6% logo apés um evento de chuva (Figura 15). Branch
(1989) relatou que Chersina angulata, na Africa do Sul, onde a precipitagao ocorre
durante todo o ano, poem seus ovos apos eventos de chuva. Hofmeyr (2004) relatou
que fémeas de C. angulata fazem 22% das posturas em dias de chuva leve (média =
2,5 mm) e 53% ovipositaram até trés dias apds a chuva e 78% com uma semana de
chuva (Hofmeyr, 2004). Oviposicao, depois da chuva pode ter varias vantagens em
periodos mais secos. Um aumento da umidade do solo, provavelmente, reduz o
tempo necessario para preparar um ninho. Condicdes de solo Umido também podem
reduzir a detecgdo do ninho por predadores e ajudam a proteger os ovos da
desidratacao. Além disso, a fémea pode ter a oportunidade de hidratacao antes ou
apos a postura e maior conforto térmico durante a mesma que pode demorar até 30

horas.
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Figura 16: A) Representagao grafica da pluviometria do periodo seco (Maio -
Novembro). Pontos em vermelhos no grafico representam posturas
realizadas durante o periodo seco. B) Precipitacao pluviométrica e
média de temperaturas mensais (minimo e maximo) durante a estagao
reprodutiva. (Embrapa, 2013).

Durante a estagao de nidificagdo as fémeas comegaram a ser vistas com
maior frequéncia na area seca do recinto, entre 2-10 dias antes das posturas.
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5.1.5. Desenvolvimento folicular sem ovulacao

Somente em 13,3% dos animais experimentais, os foliculos falharam em
atingir o tamanho pré-ovulatério e, em alguns casos, os foliculos de tamanho preé-
ovulatério nao ovularam. Estes foliculos tornaram-se atrésicos, diminuindo de
tamanho até desaparecerem. Foliculos atrésicos tém imagem ultrassonografica de
estruturas mais ou menos esféricas e anecoicas (cheias de liquido) com um
sedimento ecogénico na parte inferior (Figura 17). Nao foi possivel identificar com
certeza a presenca de corpo luteo ou de cicatrizes de ovulacao por meio de
varredura ultrassonografica, pois ambas as estruturas sao anecogénicas, o que as
tornam dificeis de diferenciar das demais estruturas presentes na cavidade

celomatica.

OVARID ESQ. OVARIO ESQ.

Figura 17. Ultrassonograma de foliculos atrésicos de mugua (Kinosternon

scorpioides).

Alguns foliculos, nao conseguiram ovular e comegaram um extenso processo
de involugao. Verificamos que a atresia pode ocorrer em qualquer fase de
crescimento folicular. Foliculos atrésicos em numeros e tamanhos variados, inclusive
semelhantes aos vitelogénicos, foram encontrados ao longo do ano.

Foram observados dois processos de atresia diferentes entre ciclos
anovulatorios. No ciclo curto onde os foliculos cresceram deficientemente, atingindo
um diametro meédio de 1,05 (+ 0,07) cm (ciclo curto). Posteriormente, sofreram

regressao. Durante todo o processo de regressao, os foliculos se apresentaram com
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aparéncia cistica e caracteristica anecogénica. No segundo ciclo, os foliculos

tinham tamanho folicular semelhante aos pré-ovulatérios (Figura 18) (ciclo longo).

1,4-

—
-
[
L

—
o
i

7,

o o
o) >
L
o — —
-t

=

-

| 1
O’ o i

Didmetro Foliculos (mm)
o

o
N

0 20 40 60 80 Dias 100 120 140 160

Figura 18. Ciclos anovulatdrios de mugua (Kinosternon scorpioides). Ciclo curto (o) e

ciclo longo (e).

O grau de regressao ovariana entre ciclos consecutivos € muito variavel entre
as populacoes de quelénios (OWENS, 1980; LIMPUS, 1985;. GURAYA, 1989;
ROSTAL et al., 1996; 1997; HAMANN et al., 2002). Segundo Wang et al. (2013),
durante o desenvolvimento folicular, poucos odcitos sao ovulados, enquanto a
maioria degenera por atresia. A atresia pode ocorrer em todas as fases do
desenvolvimento folicular de queldnios, geralmente no final da estagao reprodutiva
(Wang et al.,, 2013). Foliculos atrésicos desempenham um papel importante no
controle do tamanho da ninhada e na producao de esteroides (SAIDAPUR, 1978 E
MENDEZ-DE et al., 1993).

Os quelénios potencialmente reutilizam e armazenam a energia reabsorvendo

a gema do odcito o que pode ajudar a sobrevivéncia em condi¢coes desfavoraveis

(KUCHLINGAND; BRADSHAW, 1993; ROSTAL, 2007).
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Atresia de foliculos ovarianos maduros poderia fornecer uma importante fonte
de lipidios para a manutengao metabdlica. Kuchling e Bradshaw (1993) sugeriram
que em Pseudemydura umbrina, a atresia de foliculos maduros € um importante
mecanismo para poupar energia durante periodos de condigoes desfavoraveis. A
concentracao total de lipidios no tecido adiposo de C. mydas fémeas com foliculos
atrésicos € menor que a concentragao de lipidios totais do tecido adiposo em fémeas
que ovularam. O beneficio para a fémea com foliculos para atresia € que os lipidios
podem ser reabsorvidos e reaproveitados em outras necessidades metabdlicas
(KUCHLING;BRADSHAW, 1993).

Ou seja, a atresia de foliculos pode ser uma importante reserva residual de
lipidios que podem ser utilizados para suplementar o esgotamento imprevisto de
reservas de lipidios, tais como o tecido adiposo. Sendo assim, € interessante propor
o monitoramento de foliculos atrésicos como forma de monitoramento de fémeas em
cativeiro ou vida livre. Investigar, especialmente se queldnios que migram grandes
distancias, sofrem com periodos longos de estiagem ou que sado submetidos a
alimentacdo inadequada tém maiores taxas de atresia folicular para compensar a
falta de nutrientes necessarios para manutengao do animal o que levaria a fémea a
ter maior taxa de foliculos atrésicos, devido a reabsorgao de uma fonte de nutrientes.
Dessa forma, verificamos que fémeas que ficaram doentes devido a lesOes
provocadas por machos tiveram seus foliculos entrando em atresia durante o

tratamento.

5.2. Comportamentos sociais e reprodutivos de mucua (Kinosternon
scorpioides) em cativeiro.

Foram relacionados os comportamentos de machos e fémeas com os

achados ultrassonograficos do monitoramento dos ovarios e ovidutos das fémeas.

5.2.1. Comportamento Masculino

Devido a localizacdo anatémica dos testiculos nao foi possivel o
monitoramento do mesmo pelo uso da ultrassonografia; Sendo assim, foi feito o

acompanhamento comportamental reprodutivo dos machos na determinagao de
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hierarquia de dominancia e na relagao do comportamento reprodutivo com o estado
do ciclo ovariano apresentado pelas fémeas durante as interagbes reprodutivas.

A Figura 19 mostra as interagdbes agonisticas entre os machos para o
estabelecimento da hierarquia de dominéancia dentro do grupo.
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Figura 19. Sociograma indicando as interagbes agonisticas entre os machos de
Kinosternon scorpioides. A diregcao das setas vai do executor para o
receptor da interacdo enquanto o numero de setas € proporcional a
frequéncia de interagdes registradas.

Em cativeiro, 60% dos machos apresentaram comportamento dominante
marcando tanto a 4gua como o solo de seus territérios. Por meio do comportamento
agonistico, protegeram ativamente seu harém em relagao aos outros machos do
plantel. Interagdes agressivas foram observadas principalmente durante o periodo
de acasalamento. A hierarquia em cativeiro foi estabelecida ao inicio da estacao
reprodutiva. Quando outros machos tentavam adentrar na area alagada do recinto,
um ou mais machos assumiam o comportamento de persegui¢ao, desferindo
mordidas na parte posterior da carapaca, membros ou cauda. O macho perseguido
pode assumir o comportamento de enfrentamento, posicionando-se de frente, ou
tenta fugir das investidas do dominante, deixando a area alagada. Essas disputas
geralmente provocam lesdes que podem resultar na morte do animal.

O comportamento agonistico entre macho-macho foi a principal causa de
lesbes e de Obitos dos animais em cativeiro (Figura 20). Puderam ser observadas
lesbes pericloacais, as vezes muito profundas, com abundancia de tecido necrético,



tumefagcdoes e secregbes na margem da cloaca devido a disputas com outros
individuos do mesmo sexo, o que justifica a alta incidéncia de lesoes traumaticas na
regiao da cauda em individuos masculinos utilizados nesse trabalho. As lesdes
podem impossibilitar o macho de reproduzir-se, caso localizem-se na cauda. E, em
caso de lesdes severas, podem evoluir a um quadro de septicemia generalizada.
Alguns animais apresentaram-se com varios cortes profundos nos membros,
pescoco e cauda, provocados por interagdes agonisticas, fato que provocou a perda
(6bito) de um macho. Portanto, € importante o monitoramento reprodutivo do plantel

para evitar a ocorréncia de lesbes, retirando os machos durante periodos criticos.

Figura 20. Lesao ulcerada em cauda de mugua (Kinosternon scorpioides) apos
interagdes agonisticas.

O comportamento agonistico apresentado pela espécie € determinante de
uma maneira geral, para regular a ordem de acesso ao alimento e, principalmente,
as fémeas. A hierarquia social em Podocnemis erythrocephala é pela superioridade
nas reunidoes agonisticas e a hierarquia estabelecida depois desse contato é
determinante para o acesso a comida, cépula ou lugares de descanso
(SCHINEIDER et al., 2010).

SCHINEIDER et al. (2010) relataram que o comportamento agonistico &
comum em periodo reprodutivo, mas pode acontecer ao longo do ano, por disputa
por locais de descanso e comida. Os comportamentos agonisticos observados entre
os machos de Kinosternon scorpioides, durante o estudo, foi acirrado nos periodos
inicial e no final da estagao reprodutiva. Com o passar do tempo de convivio no
mesmo lote essas disputas estabilizam, ficando claramente marcada a hierarquia
social dentro do lote. Nesse caso, machos subordinados sao totalmente excluidos do
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convivio com as fémeas, ficando limitados apenas a area seca do recinto. Qualquer
tentativa de chegar perto da agua faz com que sejam atacados pelo macho
dominante. Mas a dominancia nao € exercida por apenas um macho, durante as
estacoes reprodutivas foram observados varios machos perseguindo fémeas
diferentes ou até mesmo perseguindo a mesma fémea. Analisando as interagoes
agonisticas, verifica-se que os machos adultos estabelecem uma hierarquia de
dominancia nao-linear, nao se observa uma hierarquia clara entre os machos
dominantes, mas sim uma interagao baseada em tolerancia, ja que frequentemente
sao vistos em grupos em convivio com as fémeas.

Embora os queldonios nao exibam ligagbes parentais ou grupo familiares, as
organizacoes sociais existem em algumas espécies. Por exemplo, hierarquias de
dominancia foram descritas em Gopherus agassizii (MCCRAE et al., 1981),
Chelydra serpentina (GALBRAITH et al., 1993, MCCRAE et al., 1981) e Clemmys
insculpta, e o posto masculino pode afetar o sucesso reprodutivo. Machos que
constantemente ganham lutas contra outros machos (geralmente menores)
desfrutam de uma hierarquia de dominancia superior e maior acesso a copulas
(KAUFMANN, 1992). Testes de paternidade mostraram que os machos que sao
dominantes tém maior numero de filhotes que os subordinados (GALBRAITH,
1991). Os machos dominantes de Kinosternon sp. tém maior frequéncia de copulas
significativamente maior que os subordinados (p<0,05). Apenas uma vez
verificamos um macho subordinado copulando com fémea. Esse evento ocorreu no
momento em que todos os outros machos dominantes estavam interagindo com
fémeas.

Os machos de alguns cagados de agua doce podem discriminar sinais
quimicos de membros da mesma espécie na agua e usar essa informacao para
evitar encontros e interagoes agonisticas com outros machos (POSCHADEL et al.,
2006; POLO-CAVIA et al., 2009; IBANEZ et al., 2012). Cagados Mauremys leprosa
sao capazes de reconhecer varias caracteristicas de potenciais adversarios, como o
tamanho do corpo, por meio de substancias quimicas liberadas por estes na agua
(IBANEZ et al., 2012). Com base nos resultados das observacoes, pdde-se verificar
que machos subordinados de Kinosternon scorpioides sao capazes de identificar a

presenca de machos dominantes na agua, passando significativamente menos



tempo nesse local ou mesmo evitando-o (P = 0,03) (Tabela 3). Além disso, a
comparacao estatistica da massa corpoérea de machos dominantes e subordinados
no final da estacao reprodutiva demonstrou existir diferenca significativa entre elas.
Essa diferenga provavelmente esta relacionada a defesa dos machos dominantes
com relagao ao territério e as fémeas, como a alimentacdao era fornecida
exclusivamente na agua, os machos subordinados teriam maior dificuldade em se
alimentar. Esse fato @ importante para nortear futuras construgdes de recintos ou
protocolos para reprodugao que possibilitem que os animais consigam ter acesso ao
alimento em qualquer ocasiao.

Tabela 3. Dados biométricos comparativos entre machos dominantes e
subordinados de mugua (Kinosternon scorpioides).

Animais
Variaveis
Dominantes  Subordinados
Tempo dentro da agua (1h observacao) 55,75+2,6 16,02+1,5°
Massa corporea (g) 484,71+42,9° 411,9+ 20,7"

Valores expressos em média e desvio padrao (+ DP). Dentro de cada variavel, médias seguidas de letra
diferentes sao significativamente diferentes (5%).

5.2.2. Comportamento reprodutivo

O acasalamento € um comportamento estereotipado, dividido em diferentes
fases que sao: I) Olfagao: procura por fémeas, os machos cheiram a cloaca de outro
individuo; IlI) Perseguicao: os animais movem-se rapidamente atras de outro
individuo na tentativa de monta; Ill) Pré-cépula: geralmente inicia-se quando a fémea
para de fugir do macho e este consegue manter-se sobre a fémea; IV) Copula:
quando ocorre a aproximacao das cloacas e o pénis € inserido na cloaca da fémea
(Figura 21). O comportamento descrito do acasalamento se mostrou semelhante ao
de Podocnemis erythrocephala observados por Schneider et al. (2010). No presente
estudo verificou-se que nem todas as fases ocorrem, podendo em determinadas

situagoes nao haver a olfagao e nem perseguicao a fémea.
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Figura 21. Desenho esquematico das fases do comportamento de acasalamento: A)
Aproximagao do macho por trds para examinar a regiao cloacal da
fémea. B) Macho com o pescogo esticado para realizar os movimentos
laterais de cabeca e para atritar sua regido gular contra as narinas da
fémea. C) Macho apoiando as patas dianteiras nos escudos costais da
carapacga da fémea, posicionando-se mais posteriormente. D) A cloaca
do macho entra em contato com a da fémea, permitindo a insergao do
pénis

5.2.3. Influéncia da dinamica folicular no comportamento reprodutivo

Um total de 168 testes de comportamento foram observadas ao longo do
periodo do estudo. Registramos 54 copulas, sendo que 4 nao geraram ovos. Perfis
das imagens ultrassonograficas mostraram mostram um total de 35 ovulagbes
ocorreram durante esse periodo de observacao.

Verificamos que as fémeas receptivas tinham como caracteristicas dos
ovarios bem ativos com a presenga de foliculos com tamanho variando de 1,84 —

2,12 cm e auséncia de ovos no oviduto.



A Figura mostra que a frequéncia de interacOes entre os comportamentos e a
receptividades das fémeas. A receptividade exibida pela fémea varia
significativamente ao longo do ciclo (p <0,05) sendo maior durante a presenca de
foliculos grandes e pre-ovulatérios (média = 64,6% de testes), em comparagao com
o folicular (média = 10,6% de testes, Wilcoxon testin = 7, T = 0, p <0,05) e lutea
(média = 6,6% de testes , n =7, T = 0, p <0,05) fases. Figura | mostra que
proceptive lingua-flmes foram exibidos durante os testes sucessivos,
principalmente, ao redor do periodo peri-ovulatorio.

Houve registros de multiplas copulas durante o periodo de aceitacao da
fémea antes de cada ovulagdo com mesmo macho (n=2) ou com machos diferentes
(n=28). Embora a maior parte das observacdes de copulas ocorreu em diferentes
ondas foliculares, foram observadas copulas ocorrendo no mesmo ciclo, indicando
que as fémeas aceitam multiplas copulas do mesmo macho (n=2) ou de machos
diferentes (n=23). Multiplas paternidades podem ocorrer em queldnios de varias
espécies, devido a presenca de um ducto armazenador de esperma, posicionado
posteriormente a regiao ovidutal secretora de albumina (GALBRAITH, 1993) e
devido ao comportamento de acasalamento poligamico exibido pela espécie. Essa
questao ainda necessita de estudo para determinar detalhes morfofuncionais e
ecoldgicos decorrentes da possibilidade de multipla paternidade numa mesma
ninhada. Esse comportamento em vida livre poderia possibilitar uma maior garantia
de fertilizagao dos ovos, aumento no fitness através da competicao entre individuos
reprodutores e seus respectivos espermatozoides, além de aumento da variabilidade
genética e, portanto, da perspectiva de sobrevivéncia de seus descendentes
(PEARSE, 2001).

A determinacao dominancia teve relacao direta com o sucesso reprodutivos
dos machos. Somente registramos um macho subordinado que fez copula.

Muitos comportamentos masculinos que apresentaram alteragoes
significativas em sua frequéncia durante o ciclo reprodutivo, incluindo perseguicoes,
olfacao, interacoes agonisticas, monta e copulas, assim como o interesse em
procura por fémeas. Comportamentos que apresentaram variagcoes significativas sao
indicados abaixo com base em comparacoes de estagios de desenvolvimento dos



foliculos ovarianos. Durante o periodo de presenga de maiores foliculos, as
as copulas foram mais frequentes em relagao aos animais que apre
foliculos médios. A rejeicao das fémeas e o tempo de tentativa de subju
fémeas foi maior nas fémeas com foliculos médios. A olfagao foi mais frequ
final da estacao reprodutiva. Houve maior tentativa dos machos em copi
fémeas que apresentavam foliculos grandes (76,1%), médios (12,7%) e com ¢
(11,3%). Nao foi registrado tentativa de acasalamento com fémeas
apresentavam foliculos pequenos. Verificamos que as fémeas receptivas t
como caracteristicas dos ovarios bem ativos com a presenca de foliculos com
tamanho variando de 1,84 — 2,12 cm e auséncia de ovos no oviduto.

Houve flutuagbes significativas nas frequéncias meédias de
comportamentos durante diferentes fases do crescimento folicular (Tabela -
Comportamentos sugestivos de atratividade do sexo masculino, ou seja, 0
monta, persegui¢do e copula, foram elevados significativamente na presenca
foliculos grandes nos ovarios das fémeas sinalizando maior receptividade da fén

Os comportamentos de corte e copula ocorreram dentro da agua. O m:
aproxima-se da fémea, por tras, e posiciona o focinho proximo da regiao
desta, para realizar o exame olfativo. Segundo SOUZA (2004), em varias
de quelonios, 0 macho aproxima-se por tras e examina a regiao cloacal da fé
Para MAHMOQUD (1967), nas espécies da familia Kinosternidae, esta aproxima
seria 0 exame olfativo da cloaca para determinar a identificagao do sexo do ou
espécime. Em nosso estudo, os machos verificaram as cloacas de fém
receptivas significativamente mais do que das nao receptivas (Tabela 4).
comportamento nao foi verificado em todas as ocasides de copulas. Os machos se
direcionavam as fémeas e montavam sem necessariamente chegar a encostar 0
focinho na cloaca da mesma, sendo assim € possivel que o macho consiga
identificar a distancia fémeas reprodutivas quando estas estao na iminéncia da
ovulagao.

Os machos esfregaram a regiao gular no focinho da fémea nao receptiva
significativamente mais do que nas receptivas (Tabela 4). Quanto mais agitada a
fémea mais movimentos gulares sao realizados na tentativa de subjulga-las.

Verificamos que esses movimentos em fémeas receptivas faz com elas fiquem
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quietas recolhidas dentro da carapaca. Depois desse momento o macho posiciona-
se mais caudalmente a fémea iniciando o comportamento de copula. Os machos de
Phrynops sp. e de Kinosternon sp. movimentam lateralmente a cabecga e o pescogo,
para atrita-los com a cabega e pesco¢o da fémea. O macho, com o0 pescogo
esticado também pode dobrar a cabeca para baixo e, com movimentos laterais,
atritar sua regiao gular contra as narinas da fémea (MOLINA, 1987). Sugere-se que
o ato do macho esfregar insistentemente a regiao gular na fémea nao seja
simplesmente um sinal tatil. A realizagao deste ato pode estar relacionada ao
estimulo da glandula submandibular e a consequente liberagao de um feroménio.
Estudos com outras espécies de quelbnios comprovam a atuagao direta na
reproducao do feromoénio produzido por esta glandula (WINOKUR;LEGLER, 1975;
AUFFENBERG, 1977 apud NOVELLI;SOUSA, 2007). Esse comportamento do
macho de esfregar a regiao submandibular na fémea foi observado logo apés o
macho montar sobre a mesma e, durante a copula. Neste caso, na tentativa de
subjugar a fémea, ele morde a base do pescogo para que ela pare de se movimentar
e permaneca parada. Entdo, com os movimentos do pescogo, tenta fazer com que
ela recolha a cabeca para dentro da carapaca, o que permite o toque da regiao
submandibular dele nas narinas da fémea. Assim, € possivel que a agao dos
ferombnios contribua para que as fémeas permanecam suficientemente passivas
durante a cépula.

Além dos movimentos gulares, segundo alguns autores (ABETARDA, 1973;
CROWELL;OWENS, 1990), as mordidas tém efeito de estimulagcao feminina. Em
algumas espécies de quelbénios, o macho nao tem o habito de morder a fémea logo
no inicio do acasalamento (MOLINA, 1992). Porém, Kinosternon sp. e Trachemys
sp. tém esse habito logo apds a corte (SEXTON, 1960), o que para CARPENTER
(1980), seria um estimulo tatil. A tentativa de fuga da fémea para se livrar do macho
e as tentativas deste em subjuga-la, através de mordidas, teria uma fungao
estimulante, segundo MAHMOUND (1967). Verificou-se neste trabalho que o macho
de Kinosternon scorpioides tem o habito de morder a fémea, ao inicio do
acasalamento e durante a pré-copula e a copula. As mordidas foram um dos
componentes comuns durante pré-copula. As fémeas foram mordidas por todo o

corpo, mas especialmente no pesco¢co, membros e cauda. Tal comportamento teve



maior frequéncia ao inicio da estacao reprodutiva, possivelmente pelo maior
percentual de fémeas nao receptivas (Tabela 3).

As fémeas podem apresentar comportamento de fuga das tentativas de
montas do macho, nadando rapidamente pelo recinto. Este movimento parece
excitar a maioria dos machos a perseguir as fémeas. Verificamos machos incitando,
através de mordidas, fémeas que estavam quietas a se movimentarem para entao
persegui-las. Os machos perseguiram fémeas nao receptivas mais do que receptivas
(Tabela 3).

Tentativas de montas ocorreram mais em fémeas receptivas em relacao as
néao receptivas. Em Kinosternon flavescens, durante a copula, o macho solta as
patas dianteiras, apoiando-as nos escudos costais da carapaga da fémea,
posicionando-se mais posteriormente, o que possibilita que sua cloaca entre em
contato com a da fémea, permitindo a insercdo do pénis (SOUZA, 2004;
SCHINEIDER et al., 2010). No caso das copulas observadas, o macho pode ou nao
soltar as patas dianteiras ou apenas se posiciona mais caudalmente e inclina o
corpo fazendo com que a cauda se aproxime da cauda da fémea. Esse
posicionamento lateral foi mais observado em machos bem menores que as fémeas,
provavelmente para ampliar as chances de impedir que a fémea se movimente
durante o acasalamento.

Crowell;Owens (1990) relataram que em Chelonia mydas devido a posi¢ao do
macho sobre a fémea durante a monta, é dificil determinar o ponto de intromissao e
o tempo de ejaculacdo. No presente trabalho, foi possivel observar sinais que
possibilitaram confirmar as copulas, a saber: a) posicionamento caudal do macho
apoiando as patas nos escudos costais da fémea, b) o contato da cloaca do macho
com a da fémea, ¢) o aumento do volume da cauda do macho d) a presencga de
espermatozéides na regido cloacal da fémea além do fato de que e) apos a copula
todos os machos se direcionaram a rampa ou a superficie do tanque e ficaram
imoveis, sem interesse por fémeas, durante longo periodo (37,8 + 5,8 min), ficando
caracterizada a ocorréncia de periodo refratario pos-copula.

O acasalamento tem duracao variavel entre os queldnios (SOUZA, 2004),
pois ha uma grande influéncia do meio externo e interno do recinto, da estimulacao

sexual da fémea e, também, das interagoes agressivas sofridas pelos casais, com
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demais animais, especialmente machos. Durante o coito, outro macho pode se
aproximar e morder a regiao entre 0 pesco¢o € 0 membro anterior, membros
posteriores ou a cauda do macho em coépula, forgando-o a interromper a copula.
Este fato foi observado com maior frequéncia ao inicio e ao final da estagao
reprodutiva, provavelmente devido ao numero pequeno de fémeas receptivas nesse
periodo. Comportamentos agonisticos macho-macho sao as principais causas de
lesOes e de obitos de animais em cativeiro.

As copulas ocorreram entre duas e quatro semanas apos o inicio das chuvas,
envolvendo fémeas com foliculos grandes (0,07-1,97cm). Foi encontrada correlagao
entre o tamanho dos foliculos presentes no ovario, agrupados por classe, e a
aceitacao da copula. O menor tamanho de foliculo em que houve cépula foi 1,84 cm.
A ovulacgao teve forte correlagado com as copulas, nenhuma fémea ovulou sem ter
copulado ao menos uma vez durante a estacao reprodutiva. Verificamos que as
copulas foram realizadas em média 7,5 dias (4-12 dias) antes da identificacao de
ovos no(s) oviduto(s). Os resultados indicam que a cépula € um indutor da ovulagao
em Kinosternon scorpioides. Trata-se da primeira descricao na literatura cientifica
sobre a ocorréncia de ovulagdo induzida pelo acasalamento na espécie,
correspondendo ao segundo registro em quelénios, uma vez que o primeiro foi
descrito para tartaruga marinha, Caretta caretta (Manire, et al., 2008).

A ovulagao em fémeas mantidas em cativeiro € susceptivel de ser acionada
por meio da cépula, como descrito por Manire et al. (2008) para tartaruga cabecuda
e para outros répteis (Anolis carolinensis). CREWS et al, 1986;
DENARDO;AUTUMN, 2001; MATHIES et al., 2004; MENDONCA;CREWS, 1990).
Em queldnios, os foliculos dos ovarios maduros ovulam e os odcitos/ovos nao-
fertilizados sao direcionados aos ovidutos, em processo auxiliado por movimentos da
musculatura lisa dos mesmos), onde sao subsequentemente fertilizados por
espermatozoides armazenados na porgao superior de cada oviduto. Em seguida,
sao recobertos com albumina, e, finalmente, rodeados por membranas, a mais
externa originando a casca do ovo, mediante processo paulatino de calcificagao
(OWENS, 1980). Segundo Kawazu et al. (2014) a ovulacao e formag¢ao subsequente
da casca do ovo nao pode ser induzida por estimulos nao conjugais, tais como a

inseminagao artificial por deposicao do sémen diretamente na cloaca.
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Consequentemente, a ovulacdo deve ser induzida artificialmente, por meio de
estimulagao da regiao de insercao/abertura/do orificio ovidutal na cloaca para que a
inseminacao artificial seja bem sucedida. Alguns estudos com tartaruga marinha
demonstraram que o LH e a P4 aumentam durante a ovulagao, o que sugere que o
LH estimula a secrecao de P4 (WIBBELS et al, 1992).

Durante a temporada reprodutiva algumas fémeas que nao acasalaram
apresentaram grandes foliculos ovarianos, porém sem o evento da copula os
foliculos diminuiram de diametro. No entanto, as fémeas que acasalaram mostraram
um padrao completamente diferente e, dentro de sete dias apds o acasalamento, os
ovos foram observados no oviduto. Com base nos resultados do presente trabalho,
foi possivel demonstrar que as fémeas que acasalaram, ovularam em seguida,
apresentando em poucos dias ovos no oviduto. Além disso, verificou-se que uma
unica copula pode assegurar multiplas posturas na mesma estagao reprodutiva,
devido a possibilidade de ocorrer na especie o armazenamento de espermatozoides
viaveis no trato reprodutivo feminino.

Em tartarugas, é relatado que alguns foliculos nao ovulam, e entram em
processo de atresia durante o ciclo da reprodugao normal (Owens, 1980; Limpus,
1985; Rostal et al., 1996, 1997; Hamann et al., 2002). Esse mecanismo € benéfico
por possibilitar a fémea absorver, mobilizar e reutilizar os lipidios para outras
necessidades metabolicas (KUCHLING;BRADSHAW, 1993). Neste estudo, foi
demonstrado que as fémeas que nao acasalaram sofreram (atresia folicular). Assim,
grande quantidade de lipideo ficou retida na fémea em vez de ser agregada a ovos
inférteis. Potenciais fémeas reprodutivas deixaram de realizar postura devido a
incapacidade dos machos de copularem com todas as fémeas durante o picos de
desenvolvimento folicular.

Pouco se sabe sobre os eventos envolvidos entre a ovulacao e a postura e
suas relagoes com eventos reprodutivos prévios e a identificacao dos elementos
necessarios para assegurar a reproducao realmente ocorra (HAMANN et al., 2003),
admitindo-se que rituais envolvidos durante a reproducao, antes e durante a copula,
podem servir como estimulos sexuais.

A estimulagao feita pelo macho sobre a fémea por meio de movimentos

gulares pode ser um elemento chave para desencadear a ovulagcao. Este estudo
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mostrou que o acasalamento é um dos desencadeadores necessarios para o inicio
da ovulagao para uma temporada inteira, o que sugere a possibilidade de
armazenamento de espermatozdides por toda a temporada.

Os machos de Phrynops sp. e de Kinosternon sp. movimentam lateralmente a
cabeca e o pescogo, atritando-os as mesmas estruturas da fémea. O macho, com o
pescoco esticado também pode dobrar a cabega para baixo e, com movimentos
laterais, atritar sua regiao gular contra as narinas da fémea (MOLINA, 1987).
Sugere-se que o ato do macho esfregar insistentemente a regiao gular na fémea nao
seja simplesmente um sinal tatil. A realizagao deste ato pode estar relacionada ao
estimulo da glandula submandibular e a consequente liberagdo de um feromonio.
Estudos com outras espécies de queldnios comprovam a atuagao direta do
feromoénio produzido por esta glandula na reprodugao (WINOKUR;LEGLER, 1975;
AUFFENBERG, 1977 apud NOVELLI;SOUSA, 2007). Esse comportamento do
macho de esfregar a regido submandibular na fémea foi observado logo apos o
macho montar sobre a mesma e, durante a copula, quando na tentativa de subjugar
a fémea morde a base do pescoco para que ela pare de se movimentar e
permaneca parada. Entdo, com os movimentos feitos com o pescogo, tenta fazer
com que ela recolha a cabeca para dentro da carapaca, o que permite o toque da
regidao submandibular dele nas narinas da fémea. Dessa forma, talvez por agao dos
feromoénios as fémeas se tornem suficientemente passivas para a copula.

Como base nos achados ultrassonograficos e comportamentais, podemos
propor um desenho esquematico do ciclo reprodutivo para Kinosternon scorpioides
entre a maturacao folicular, receptividade sexual e as posturas de fémeas, numa

dada estacao reprodutiva (Figura 21).
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Figura. 22. Representagao esquematica do ciclo reprodutivo demonstrando a
relacao entre o desenvolvimento folicular e receptividade sexual de
Kinosternon scorpioides durante multiplas posturas na mesma estagao

reprodutiva

Em condicOes de cativeiro este foi o padrao de atividade ovariana gerada
pelo acompanhamento ultrassonogréfico. E légico que este padrdao regular de
desenvolvimento folicular, ovulagdao e oviposi¢ao durante a época de reprodugao
também reflete mudangas ciclicas correspondentes nos padroes de secrecao de
hormoénios gonadotréficos e ovarianos. Mas com os presentes dados foi possivel
demonstrar uma estreita correlagd@o entre a receptividade sexual e o estagio de
maturagao folicular. Isto é indicado pelo fato de que todas as copulas ocorreram
com a presenca de foliculos ovarianos grandes (pré-ovulatorios), sendo que
nenhuma copula foi observada em fémeas com ovo no oviduto nem com foliculos
ovarianos pequenos é meédios. Sendo assim, a receptividade sexual esta

relacionada com as variagdes ciclicas foliculares. Aléem disso, com base no
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acompanhamento ultrassonografico foi possivel determinar as fémeas que

realizariam multiplas posturas, pelos padroes de imagens observados.

6. CONCLUSOES

Exames ultrassonograficos sao ferramentas nao-invasivas valiosas para
estudos sobre a reproducao da espécie, permitindo visualizacdo de o6rgaos e
estruturas celomaticos e para a obtengao de parametros reprodutivos de referéncia.
Dados importantes foram disponibilizados e podem subsidiar novas pesquisas
basicas ou aplicadas a conservacao in situ e ex situ de kinosternideos, dentre os
quais: tempo e tamanhos médios e categorizagao do crescimento folicular ovariano;
numero, tamanho, distribuicao sazonal e cronoldgica, dentre outras particularidades
de ovos e posturas; comportamento reprodutivo e aspectos intra e intergenéricos e
suas relacoes com variaveis morfofisiologicas corporais em geral ou reprodutivas,
inclusive obtidas com auxilio de ultrassonografia.

O trabalho contribuiu com uma abordagem quali-quantitativa integrada entre
variaveis fisicas e comportamentais relacionadas a reproducao de kinosternideos em
cativeiro e oferece reflexdes sobre desafios cientificos futuros a manutencao in situ e

ex situ de individuos para fins reprodutivos e de conservacao da espécie.
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