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EPIGRAFE

“Seja a mudanga que vocé deseja ver no mundo”

(Mahatma Gandhi)
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Resumo

O impacto humano sobre o meio ambiente vem gerando diminuicdo da populagcdo de
varias espécies em seus habitats naturais. Como solugdo, a reintroducdo de espécies
criadas em cativeiro vem sendo realizada como um meio de diminuir esse impacto.
Porém, espécies criadas em cativeiro podem ter déficit comportamentais, gerada pela
“‘domesticagao” na criagao, resultando em alta mortalidade na liberagdo na natureza. Isso
devido em grande parte a predagao, pois esses animais acabam nao identificando, ou
identificando tardiamente o predador. Aqui, testamos se curimbatas (Prochilodus lineatus)
criados em tanques com enriquecimento ambiental identificam, através de pistas
quimicas, o risco de predacdo com mais eficiéncia do que os criados em tanques nao
enriquecidos, quando introduzidos em um ambiente novo. Para tal, criamos os animais
em dois ambientes (enriquecidos ou nao) e analisamos seu comportamento, através de
flmagem, quando em contato com substancia de alarme de um coespecifico,
heterospecifico (odor controle) e o veiculo. Como resultado foi observado que animais de
ambiente enriquecido se mostram mais reativos a pistas quimicas, aceitam melhor

mudanca ambiental e possuem uma melhor resposta antipredatoria.

Palavras-chave: Pista quimica; Substancia de alarme; Enriquecimento ambiental;

Resposta antipredatéria.



Abstract

The human impact on the environment has generated a decline in the population of
several species in their natural habitats. Has a solution the reintroduction of cultivated
species have been carried out as means to reduce this impact. However, behavioral
deficits are caused in cultivated species by the process of “domestication”, resulting in high
mortality when they are released in nature, due to impairment on dealing with predators.
Here, we examined if curimbatas (Prochilodus lineatus) raised in ponds with environmental
enrichment identified predation risk through chemical alarm cues more efficiently than
those created in non-enriched tanks. For this, we have reared the animals in two
environments (enriched or non-enriched), analyzing their behavior through videos
recordings, that were exposed to alarm substances of a conspecific, heterospecific (odor
control) and the vehicle. As a result, it was observed that enriched environment animals
are more reactive to chemical cue, accept better environmental change and have a

foremost antipredator response.

Keywords: Chemical cue; Alarm substance; Environmental enrichment; Antipredator

response.



Introdugao

O ambiente vem sendo significativamente impactado pelos seres humanos. Essa
interferéncia humana tem sido associada a uma redugdao severa na biodiversidade
(Lévéque et al., 2008). Em relagédo a fauna, uma das tentativas de lidar com tal problema
€ a realizagdo de programas de reintroducdo de espécies que sofreram redugao
populacional, algo dependente da criagdo em cativeiro para restaurar essas espécies em
risco (Seddon et al.,, 2007). A criagcdo em cativeiro, no entanto, pode resultar em
‘domesticacao’, ou seja, a adaptagédo dos organismos ao ambiente de cultivo. O ambiente
de cultivo é obviamente menos complexo que o ambiente natural, dessa forma existe uma
alta previsibilidade das situagdes, gerando uma condi¢gao de ‘monotonia’ e muitas vezes
estressante, diminuindo, por exemplo, as habilidades cognitivas dos animais (Salvanes et
al., 2013), as alteragdes podem ir além de uma mera simplificacdo do repertério
comportamental, levando ao desenvolvimento de comportamentos mal adaptativos; o
que, de fato, tem sido reconhecido como uma das principais deficiéncias geradas por
essas condicdes inerentes a criagao artificial de animais (Dawkins, 2003; Huntingford et
al., 2005). Isso acontece pois os locais de alojamento podem ser demasiadamente
simples, as condi¢des de criagado extremamente uniformes e as fontes alimentares serem
previsiveis e bem localizadas, gerando déficit de experiéncias do animal (o que
representa o oposto da condigdo natural), promovendo portanto alteragdes
comportamentais (Huntingford, 2004). Além disso, considerando peixes criados em
aquiculturas, esses podem ter cérebros menores e habilidades cognitivas reduzidas em
relacdo aos coespecificos selvagens (Marchetti et al., 2003; Kihslinger et al., 2006). Em
comparagao com os individuos selvagens, animais de cativeiro muitas vezes forrageiam
de forma menos eficiente (Ellis et al., 1998; Sol et al., 2002), sdo malsucedidos em
localizar e competir por territérios com boa qualidade de recursos (Deverill et al., 1999;
Mathews et al., 2005) e levam mais tempo para detectar e evitar predadores (Griffin et al.,
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2000; Seddon et al., 2007; Alvarez et al., 2003), gerando, por sua vez, excessiva
mortalidade dos individuos reintroduzidos (Koolhaas et al.,, 1999; Fischer et al., 2000;
Armstrong et al., 2007; Garner, 2005). Uma das consequéncias desse processo € que 0s

animais de cativeiro podem ser inaptos para sobreviver na natureza (Olla et al., 1994,

Brown et al., 2002).

Durante as interagcdes no sistema presa-predador, a habilidade de reconhecer
antecipadamente a ameacga de um predador em potencial tem papel fundamental na
sobrevivéncia da presa para qualquer espécie animal (Endler, 1986). A detec¢éo precoce
da presencga de um predador pode ser considerada o primeiro passo do mecanismo anti-
predatorio, pois permite que a presa tome medidas para se livrar da ameaca. Isso nao ¢é
diferente para os sistemas aquaticos, nos quais as presas avaliam o risco de predagao
utilizando-se de indicadores ambientais. Tais indicadores estdo diretamente associados
ao sistema sensorial desses animais, sendo comumente estimulos visuais (Barreto et al.,
2003), elétricos (Franchina et al., 1998) ou quimicos (Giaquinto et al., 2001; Ide et al.,
2003; Barreto et al., 2010, 2012, 2013 e 2014; Barbosa et al., 2010). No caso dos sinais
quimicos, esses sao uma rica fonte de informagdes sobre o ambiente, especialmente em
ambientes aquaticos, onde a agua facilita a dispersao de pistas quimicas (Liley, 1982;
Wisenden et al., 1997). Além disso, sao extremamente uteis em ambientes de visibilidade
limitada, devido a turbidez ou baixa luminosidade, ou mesmo quando o organismo possui
visdo pouco desenvolvida (Wisenden, 2000). Considerando-se tais sinais quimicos as
presas podem ser alertadas, indiretamente, por um coespecifico (Chivers et al., 1998) ou
podem detectar diretamente a presenca de um predador (Kats et al.,, 1998).
Indiretamente, no caso de alguns peixes, durante o ataque e captura de uma presa por
um predador, alguns fatores quimicos séo liberados na agua devido a traumas fisicos da
epiderme da presa (Pfeiffer, 1977; Wisenden, 2000; Barreto et al., 2010; Barbosa et al.,
2010) ou mesmo pela liberagdo de sangue na agua (Barreto et al., 2013). Tais fatores
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quimicos oriundos da pele lesada informam as presas em potencial que um predador esta
forrageando naquele determinado momento, sendo, portanto, denominados substancias
de alarme (Wisenden, 2000). Assim, quando outros individuos detectam a presenga da
substancia na agua, imediatamente deflagram resposta anti-predatéria, a reacdo de
alarme (Chivers et al., 1998). E suposto que as substancias de alarme podem estar
presentes em células epidérmicas especializadas, denominadas células ‘club’, sendo
liberadas somente quando a pele do peixe € lesada, ja que nas células que estdo
distribuidas ao longo da pele ndo ha acesso a superficie externa do corpo (Pfeiffer, 1977,
Smith, 2000). As substancias de alarme sio caracteristicas presentes em peixes da
Superordem Ostariophysi, um grupo que contem cerca de 65% de todos os peixes de
agua doce (Nelson, 1984). Contudo, alguns exemplos tém sido também observados em
peixes acantopterigios, como por exemplo, nas familias Gobiidae (Smith, 1989; Smith et
al., 1991; Barreto et al., 2014) e Cichlidae (Wisenden et al., 1997; Brown et al., 2004,
Foam et al., 2005; Barreto et al., 2007c; Barreto et al., 2010). Embora menos
frequentemente estudado, peixes com a pele nao lesada, mas estressados, também sao
capazes de alertarem coespecificos por pistas quimicas (Chivers et al., 1998; Jordao et
al.,, 2000). Em peixes ostariofisianos a deteccdo de substancias de alarme de um
coespescifico podem desencadear reacdes de alarme ou respostas comportamentais
antipredatérias (Pfeiffer, 1977; Pandey, 1984; Chivers et al., 1998). Essas respostas
podem incluir natacdo desordenada (dashes), congelamento postural (“freezing”),
diminuicdo da atividade de natacdo, modulacdo da frequéncia ventilatoria, entre outras;
dependendo do contexto e a espécie de peixe envolvida (Giaquinto et al., 2001, Ide et al.,
2003, Barreto et al., 2010, 2012, 2013 e 2014). Em peixes nao ostariofisianos, a resposta
de alarme ao extrato de pele de coespecifico apresenta diferentes padrdes
comportamentais. Como observado nos ciclideos, tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

(Barreto et al., 2007c; Barreto et al., 2010) e acara-do-Congo (Amatitlania nigrofasciata)
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(Wisenden et al., 1997; Brown et al., 2004; Foam et al., 2005), quando em pares, exibem
intensa interagdo agressiva, comportamento comum em ciclideos, mas que diminui
drasticamente em resposta a substancia de alarme. Essas espécies também diminuem a
atividade natatoria frente a substancia de alarme. A tilapia, ainda, aumenta a frequéncia
ventilatoria em resposta a essa substancia (Barreto et al., 2010), assim como para outros
estimulos estressantes e/ou de alerta (Barreto et al., 2004, 2006). Entdo a identificagao

precoce de predadores aumenta o sucesso dos programas de reintroducgao.

Os recentes avangos nos programas da reintroducdo tém defendido o uso de
enriquecimento do ambiente de cultivo antes da liberagdo de animais na natureza (Maran
et al.,, 2009). No entanto, o uso de enriquecimento ambiental para avaliar como os
animais lidardo com predadores (ex-situ) de taxa que ndo sdo mamiferos € muito limitado
(Alberts, 2007). Entre os peixes, o enriquecimento ambiental tem demonstrado melhorar a
eficiéncia de forrageamento (Brown, 2003) e melhorar comportamentos exploratérios
(Berejikian et al., 2001; Braithwaite et al., 2005; Lee et al., 2008), o que também poderia
aumentar a sobrevivéncia pos-liberagdo, mas a aplicagdo de enriquecimento na
conservacdo de peixes ainda € relativamente rara. Assim, embora pareca ser
consideravel a possibilidade de aumentar a sobrevida apdés a liberacdo pelo uso de
enriquecimento ambiental pré-langcamento, ndo é claro se o beneficio dessa pratica pode
ser ampliado para juvenis cultivados em termos de responder a pistas ambientais de
predadores. Animais criados em ambientes de cativeiro com alta variedade de elementos
e configuragdes espaciais apresentam maior habilidade de aprendizado comparado com
animais criados em ambientes n&o enriquecidos (Lapchik et al. 2009). O objetivo do
enriquecimento seria diminuir os comportamentos anormais € aumentar repertério de
comportamentos especificos da espécie em questao (Lapchik et al., 2009). De fato, tem
sido relatado que o enriquecimento proporciona um ambiente rico em estimulagao
sensorial, que aumenta o controle da atividades por parte dos animais e melhora o
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contexto social e ambiente dos mesmos (Lapchik et al., 2009). O Enriquecimento
Ambiental é classificado em cinco grupos: Fisico, Sensorial, Cognitivo, Social e Alimentar
(Silva, 2011). O Fisico consiste em acrescentar estruturas como substrato, folhas,
vegetacdes, entre outros; o sensorial consiste em estimular os sentidos dos animais,
como o paladar dos alimentos, texturas, odores, exposi¢cdao de sons entre outros, o
cognitivo consiste em oferecer um problema para que o animal o solucione; o social
consiste na interacao inter ou intraespecifica; e o enriquecimento alimentar consiste na
manipulacido da forma que o alimento é oferecido. No ambiente natural, o animal precisa
realizar varias fungdes, que por sua vez moldam os sistemas fisioldégicos dos organismos,
especialmente o sistema nervoso e 0 endocrino que atuam na organizagao de inumeros
comportamentos, como a busca por alimentos, interacdo com animais da mesma espécie,
reproducao e defesa contra predadores (Silva, 2011). A formag¢do e desenvolvimento
neuronal dependem de estimulos que os animais adquirem em épocas especificas da
vida e de fato ha uma correlacdo positiva entre complexidade do ambiente e
desenvolvimento do sistema nervoso; consequentemente, influenciando de maneira
positiva o desenvolvimento das habilidades cognitivas (Strand et al., 2010; Salvenes et
al., 2013). Por isso pode ser de grande relevancia para animais de cultivo o desafio
ambiental proporcionado pelo enriquecimento. Assim, propiciando desenvolvimentos
neural, anatdmico e de outros sistemas fisiolégicos adequado. Neste estudo, nés nos
atemos ao enriquecimento estrutural do ambiente de estoque, ou seja, o0 aumento da
complexidade estrutural do ambiente. De fato, ja existem relatos dos efeitos significativos
do enriquecimento estrutural no comportamento de peixes (Kadry et al., 2010; Barreto et
al., 2011; Torrezani et al., 2013). E dentro desse paradigma, focamos aqui na avaliagdo do
enriquecimento ambiental em elementos do sistema presa-predador em peixes e usar-se-
a como modelo experimental o peixe curimbata (Prochilodus lineatus). O Curimbata

também conhecido como papa-terra ou Curimbata, pertence a familia Prochilodontidae, o
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que significa que possui dentes na frente. Apresenta corpo fusiforme e comprido com
escamas relativamente grandes e habito alimentar detritivoro. E originario da regido
sudeste e tem preferéncia por ambientes I6ticos, em locais com aguas lentas, pois ha
uma grande quantidade de detritos (Silva, 2007). Essa espécie € nativa da regido
neotropical e tem sido alvo de programas de reintrodugao devido a diminuicdo de suas

populacdes naturais.
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Objetivos

Em resumo das evidéncias acima, ou seja, considerando as premissas a seguir:

1 — Os animais cultivados tém menor taxa de sobrevivéncia apds reintroducdo na

natureza,

2 — Os animais de cativeiro tém as habilidades comportamentais diminuidas,

especialmente para lidar com predadores;

3 — O enriquecimento do ambiente melhora as habilidades comportamentais dos animais

e

4 — Uma das maneiras de lidar com predadores € perceber pistas quimicas (p.ex.
substancia de alarme) que indicam risco de ataque do predador e responder

adequadamente;

Tem-se como objetivo tedrico avaliar os efeitos do enriquecimento estrutural do ambiente
de estoque do curimbata em seu desempenho comportamental quando exposto a
substancia de alarme, analisando se animais criados em ambiente enriquecido melhoram

o comportamento antipredatorio quando em contato com a substancia de alarme.
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Materiais e métodos

Peixes

Foram utilizados 36 alevinos (~12 cm e ~7 g) de curimbatas (Prochilodus lineatus
Valenciennes, 1837) adquiridos em piscicultura, que foram aclimatados por 25 dias em
tanques indoor de 1000 L (densidade de estoque de 1,0 g/L de agua) antes dos
experimentos. A agua dos tanques foi mantida em torno de 28 °C, com filtro biolégico e
renovacao constante para evitar acimulo de aménia e nitrito. O fotoperiodo foi de 12
horas de claro e 12 horas de escuro, com iluminagao provida por lampada fluorescente
(tipo luz do dia). Os animais foram alimentados 1 vez ao dia com ragao comercial (36% de

proteina) em excesso.

Estratégia Experimental

A estratégia basica foi avaliar o comportamento defensivo induzido pela substancia de
alarme em curimbatas oriundos de ambientes enriquecido ou nao enriquecido e que
foram introduzidos em um ambiente novo (Figura 1). Como substancia de alarme, usamos
(1) extrato de pele de coespecificos. Como controles dessa condigdo, usamos (2) extrato
de pele de heteroespecifico, no caso a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus — Super-
ordem Acanthopterygii) por ser filogenéticamente distante dos Curimbatas (Super-ordem
Ostariophysi), portanto, deve provavelmente possuir uma substancia diferente dos
curimbatas. Por fim, usamos (3) agua destilada (veiculo do extrato), para controlar os
procedimentos laboratoriais. Assim, totalizamos 6 condicdes experimentais de tamanho
amostral n = 6 peixes cada. Para isso, peixes provenientes da populacido de estoque
foram aleatoriamente escolhidos e alojados em dois tanques de 310 L, um enriquecido

com a planta aquatica elédea (Egeria densa) e substrato e outro que n&o possuia esses
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artefatos (ndo enriquecido). Apos 30 dias, individuos vindos dessas diferentes condigdes
de enriquecimento foram colocados individualmente em aquarios de vidro (40 x 24 x 23
cm; 22 L de agua) para observacdo do comportamento defensivo. Apds 4 dias,
observamos o comportamento dos animais por 5 mim (linha basal), em seguida injetamos
na agua 2 mL de algum dos 3 estimulos quimicos supramencionados e observamos o

comportamento por mais 5 mim.

Tanque Enriquesido

Tanque de Bstogque

(25 dias aclimatando) t—’}}a,
3 ' B S ) Y U’_
tﬁ - V @ @ ..
ry

/\

e

Etapa 1

Tanque Nio Enriquecido

t-’).}“ Estimulo coespecifico
\ (23
ry. oo Estimulo heteroespesifico

ou
Agua destilada

Apbs filmar 5 minutos,
introduz o estimulo quimico
¢ filma mais 5 minutos.

Etapa2

Figura 1 — Delineamento do estudo.
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Substéncia de alarme

O extrato de pele foi preparado de acordo com Barreto et al. (2010). Para tal, utilizamos 2
peixes doadores de cada espécie (curimbata e tilapia-do-Nilo) do mesmo tamanho e peso
aproximadamente similar, que foram sacrificados por sec¢do da medula espinhal sem
utilizacao de anestésico (para evitar interferéncia quimica). Trés incisbes bem superficiais
foram feitas na pele dos animais ao longo do eixo longitudinal de cada lado do corpo, com
cuidado para evitar o corte da musculatura ou visceras. Em seguida os peixes foram
colocados em béquer com 500 ml de agua destilada e vagarosamente agitados por 5 min.
O liquido resultante foi filtrado com papel de filtro (100% fibras celulésicas), para remover
fragmentos remanescentes de tecido. A solugao resultante foi armazenada em tubos
falcon de 50 ml e congelados ( -20 °C) até requeridos para o experimento. No dia do
experimento, 2 ml de substancia de alarme foi injetado cuidadosamente na superficie da
agua através de um cano (~ 0,5 cm de diametro) de silicone localizado no lado superior
de cada aquario. Para evitar contato visual com o animal no dia do experimento uma

cortina foi inserida atras dos aquarios (Figura 2).

Figura 2 — Aparatos experimentais.
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Quantificacdo do comportamento

A avaliagao comportamental foi realizada por meio de filmagens (10 minutos — 5 min antes
e apos a injecao de algum estimulo quimico na agua dos aquarios). A atividade natatéria
foi avaliada pela técnica da quantificagdo da mudanga de quadrantes (Barreto et al.,
2010). No aquario foram tragados oito quadrantes idénticos. A atividade natatéria foi
estimada pelo numero de vezes que os mesmos mudavam de quadrante. Na mesma
analise foi possivel analisar também a presenca na superficie e no fundo (atividades
relacionadas com comportamento de defesa) (Barbosa et al., 2009). Outra variavel
indicativa de resposta antipredatéria analisada foi a quantidade de dashes. Esse
comportamento defensivo é caracterizado pela natagao rapida e desordenada de um lado
para o outro do aquario, ou na coluna d’agua (Giaquinto et al., 2001). A ultima resposta
defensiva analisada foi o congelamento postural (freezing), onde o animal ao identificar

uma situacao de perigo apresenta imobilidade (Barbosa et al., 2009).

Analises estatisticas

Os dados foram analisados inicialmente quanto a presenga de outliers, os quais, quando
detectados, foram excluidos do modelo por serem valores raros na amostra,
correspondendo a um valor maior do que dois desvios padrdes. Apds essa prospeccao,
avaliamos a normalidade e a homoscedasticidade dos dados. Como tais premissas foram
atendidas, conduzimos analises paramétricas dos dados. No caso da atividade
locomotora (mudanga de quadrantes) e presenga no fundo ou superficie utilizamos uma
ANOVA de 3 fatores com medidas repetidas, onde a pista quimica e o enriquecimento

eram os fatores independentes e o tempo (antes e depois da apresentagdo do estimulo
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quimico) foi a medida repetida. No caso do freezing e do dashes utilizamos uma ANOVA
de 2 fatores, onde tinhamos apenas os fatores independentes citados anteriormente, sem
o tempo. Quando necessario a ANOVA foi complementada por teste de Newman-Keuls. O
teste de proporcdo de Goodmann foi também usado para a analise do npumero de
animais que realizaram dashes. Diferencas estatisticas significativas foram consideradas

quando P < 0,05.

Nota Etica

Essa tese de mestrado foi realizada sob os principios éticos de pesquisa animal, seguindo
o0 protocolo para experimentagdo com uso de animais do Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), e aprovado pela

Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA), pelo protocolo de nimero 697.
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Resultados

Considerando as mudancas de quadrantes, identificamos efeito do enriquecimento
(ANOVA; F(1;30) = 4,704; p = 0,038) e do tempo (ANOVA; F(1;30) = 4,620; p = 0,039),
embora esse ultimo efeito seja de dificil interpretacdo e n&o foi considerado aqui. Nesse
caso, observamos que o0s peixes do ambiente ndo enriquecido tiveram uma
movimentagdo maior que o0s peixes do ambiente enriquecido (Figura 3). As pistas
quimicas, contudo, ndo afetaram a mudanca de quadrante (ANOVA; F(1;30) = 0,096; p =
0,908). Além disso, nao ocorreu interagdo entre os efeitos desses 3 fatores (ANOVA;

F(2;30) = 0,148; p = 0,864).
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Figura 3 — Efeitos do enriquecimento do ambiente de estoque na movimentagédo de curimbatas expostos a
substancia de alarme. Encontramos efeito significativo (*) do enriquecimento do ambiente na movimentagéo
dos peixes (ANOVA,; F(1;30) = 4,704; p = 0,038; n = 18 (pooled)).
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A analise da presenca no fundo também teve efeito apenas do enriquecimento (ANOVA;
F(1;30) = 8,667; p = 0,006), sem alteracdo em relagdo as pistas quimicas (ANOVA;
F(1;30) = 0,786; p = 0,464) ou ao tempo (ANOVA; F(1;30) = 0,636; p = 0,431). Além disso,
nao houve interagdo significativa entre os efeitos do enriquecimento, pista quimica e
tempo (ANOVA; F(2;30) = 1,166; p = 0,325). Os animais do ambiente ndo enriquecido

ficaram por mais tempo no fundo do que os peixes do ambiente enriquecido (Figura 4).
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Figura 4 — Efeitos do enriquecimento do ambiente de estoque na frequéncia de visitagbes no fundo do
aquario em curimbatas expostos a substancia de alarme. Encontramos efeito significativo (*) do
enriqguecimento do ambiente na presenca no fundo observada nos peixes (ANOVA; F(1;30) = 8,667; p =
0,006; n = 18 (pooled)).
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O tempo de superficie ndo foi afetado pela pista quimica (ANOVA; F = 0,100; p = 0,904)
enriqguecimento (ANOVA; F(1;30) = 0,818; p = 0,372) ou tempo (ANOVA; F(1;30) = 0,636;
p = 0,431). Esses fatores também nao mostraram interagao significativa entre si (ANOVA;
F(2;30) = 0,634; p = 0,538). O freezing teve efeito do enriquecimento (ANOVA; F(1;30) =
13,965; p = 0,0007) e das pista quimicas (ANOVA; F(2;30) = 3,620; p = 0,039), mas tais
efeitos foram independentes, pois ndo houve interagao significativa entre esses 2 fatores
(ANOVA; F(2;30) = 1,551; p = 0,228). Os peixes oriundos do ambiente enriquecido,
quando expostos a substancia de alarme (de co- ou heteroespecifico), apresentaram
comportamento de freezing em quantidade maior que os peixes do ambiente nao

enriquecido (independente da pista quimica) e aos expostos a agua destilada (Figura 5).
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Figura 5 — Efeitos do enriquecimento do ambiente de estoque na frequéncia freezings em curimbatas
expostos a substéncia de alarme. Encontramos, independentemente, efeito significativo tanto do
enriqguecimento do ambiente (ANOVA; F(1;30) = 13,965; p = 0,0007; n = 18 (pooled)) quanto da pista
quimica (ANOVA; F(2;30) = 3,620; p = 0,039; n = 12 (pooled)). Letras mailusculas comparam os dados
agrupados das condigdes de enriquecimento e as minusculas os dados agrupados das pistas quimicas. Em
ambos os casos letras diferentes denotam diferengas estatisticas significativas.
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Por ultimo, a ocorréncia de dashes teve efeito do enriquecimento (ANOVA; F(1:30) =
5,000; p = 0,032; Figura 6), sem alteragdo em relagdo as pistas quimicas (ANOVA,;
F(1;30) = 1,250; p = 0,301) ou interagao entre esses fatores (ANOVA; F(1;30) = 1,250; p =
0,301), onde os peixes do ambiente enriquecido apresentaram o comportamento de
dashes em quantidade maior que o nao enriquecido. Para entendermos o significado
disso, complementarmente a ANOVA, fizemos analise de proporcédo de peixes reativos a
pistas quimicas e que exibiram dashes. Constatamos que apenas os animais expostos a
uma pista quimica de co- ou heterospecifico oriundos do ambiente enriquecido de
estoque apresentaram dashes (4 animais em 12; 2 animais de cada pista quimica)
comparado com os animais de qualquer ambiente expostos a agua destilada ou a pistas
quimicas, mas oriundos do ambiente n&do enriquecido (0 animais em 24). Essas
proporgcdes sao estatisticamente diferentes (Teste de Goodmann; Entre multinomiais; G

calculado = 2,45 > G critico = 2,39, logo P < 0,05).
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Figura 6 — Efeitos do enriquecimento do ambiente de estoque na frequéncia de dashes em curimbatas
expostos a substancia de alarme. Encontramos efeito significativo (*) do enriquecimento do ambiente na
frequéncia de dashes observada nos peixes (ANOVA; F(1;30) = 5,000; p = 0,032; n = 18 (pooled)).
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Discussao

O enriquecimento estrutural do ambiente afetou o comportamento defensivo em
curimbatas introduzidos em ambiente novo. Animais expostos previamente ao
enriquecimento ambiental apresentaram menor atividade no ambiente novo e
apresentaram resposta defensiva a pistas quimicas tanto de coespecifico, quanto de
heteroespecifico. Os animais vindos do ambiente ndo enriquecido apresentarem resposta
defensiva continua sem o contexto do risco de predacdo. Essa conclusdo decorre da
manutencdo de aumento da atividade natatéria, mas principalmente por se manterem a
maior parte do tempo proximo ao fundo, uma tipica resposta defensiva (Speedie et al.,

2008).

Em relacao as respostas defensivas dos curimbatas oriundos do ambiente enriquecido,
observamos que eles nao distinguiram a pista quimica de coespecifico da de
heteroespecifico, indicando uma resposta inespecifica e generalizada a alguma
substancia de alarme. Metodologicamente, usa-se uma pista quimica de heteroespecifico
filogeneticamente distante do peixe foco do estudo para controlar a resposta a presenca
de qualquer novo odor na agua (Larson et al., 2005; Manassa et al., 2013). Quando se
obtém resposta exclusiva a pista do coespecifico, ou seja, a pista do heterospecifico é
ignorada ou induz uma resposta ndo defensiva (por exemplo, estimula a alimentagao —
Sanches et al., 2015) conclui-se que ha especificidade do odor (Larson et al., 2005;
Manassa et al., 2013). Aqui ndo temos como distinguir se as pistas quimicas sédo as
mesmas, apesar da distancia filogenética dos peixes, pois ndo se sabe qual (ou quais)
molécula(s) é a substancia de alarme, além de ser necessario utilizar outros quimicos

oriundos de heteroespecificos diferentes do usado aqui e observar se os curimbatas sao

reativos a estas ou ndo.
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Em relacdo ao curimbata, essa analise inicial indica que o uso de enriquecimento na
criacdo desses animais em cativeiro € valida. O primeiro motivo para sustentar essa
alegacdo é a menor atividade natatéria no ambiente novo e a nao utilizagéo
prioritariamente do fundo, o que representaria a manutencdo de uma postura defensiva
(Ide et al., 2003; Barreto et al., 2010 e 2013). Em um ambiente novo o animal precisara
obviamente se defender, mas outras demandas existirdo. Além disso, o gasto energético
sera maior ao se responder com atividade natatéria elevada, o que pode representar um
agravante, pois pode levar a redugcdo da energia disponivel para outras atividades
necessarias no momento da liberacdo na natureza. Dessa forma, assumimos que os
animais oriundos do ambiente enriquecido aceitaram melhor a mudanga de ambiente. Em
relagdo ao comportamento defensivo, o enriquecimento do ambiente de estoque impactou
positivamente o curimbata. Isso por que os peixes oriundos de local enriquecido se
mostraram mais reativos a pistas quimicas que indicam risco de predagcdo, mesmo nao
apresentando especificidade de resposta. Os curimbatas, uma vez introduzidos em um
ambiente novo, ao responder a uma substancia de alarme, ao se depararem com alguma,
pode, certamente, ser um comportamento assumido como adaptativo, visto que vai

aumentar a probabilidade de sobreviver no ambiente.

Os animais oriundos do ambiente enriquecido foram mais propensos a exibirem dashes
e freezings ao perceberem alguma substancia de alarme. A resposta denominada dash
representa uma atividade similar a um nado em fuga. Em um aquario experimental os
animais nadam de um alado a outro, pois estdo confinados, mas, no ambiente, isso
representaria natagao rapida em direcdo oposta a fonte da pista quimica de alarme, ou
seja, uma manobra defensiva de fuga (Giaquinto et al., 2001). Além disso, somado ao
nado em fuga, episédios de freezings também representam uma importante resposta
defensiva. Esse comportamento representa exibir congelamento postural (Lawrence et al.,

1989) e isso é considerado positivo ao lidar com predadores, pois estes costumam utilizar
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0s movimentos das presas para localiza-las no ambiente (Lima et al., 1990; Burrows
1994; Burrows et al., 1995). Assim, em dado contexto, exibir imobilidade representa
desmotivar o predador a atacar, pois dificultara a tarefa do mesmo em localizar a presa no
ambiente. Assim, o enriquecimento do ambiente de estoque reforga os componentes
freezing e dash do comportamento defensivo em resposta a substancia de alarme no

curimbata.

Em sintese, podemos concluir que o enriquecimento do ambiente de estoque pode
representar uma possibilidade para garantir o desenvolvimento de alguns
comportamentos defensivos do curimbata quando liberado em ambiente novo. O presente
estudo representa um ponto inicial, obviamente, pois foi realizado em microescala
(laboratdrio) e tal constatacdo deve ser mostrada futuramente em escalas maiores (p.ex.
criagcao intensiva), com liberagdo real no ambiente para confirmar a efetividade dessa

pratica como um processo tecnoldgico viavel, somado a analises financeiras do mesmo.
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