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RESUMO GERAL

Substéancias quimicas podem se dissolver facilmente na agua, facilitando a
comunicagdo quimica. No entanto, pouco se sabe como ela ocorre nos peixes e
se afeta respostas de estresse e, ainda, a influéncia da mesma em peixes de
diferentes condi¢cdes sociais. Para isso, conduzimos dois experimentos com o0
peixe matrinxa, Brycon amazonicus. O delineamento do experimento 1 consistiu
em testar se extrato de pele em diferentes concentracdes e odor de coespecifico
machucado podem provocar respostas comportamentais de alarme e estresse.
Para isso, testamos 0s seguintes tratamentos: agua pura (AP); extrato de pele
controle (EC), extrato de pele diluido (E-) e extrato de pele concentrado (E+) (5,5
ul/L, 2,7 pl /L e 11,0ul /L, respectivamente); ou agua contendo odor de peixe
machucado (Mac) (machucados advindos de briga com coespecifico). O
comportamento dos peixes foi registrado antes e depois das adicbes (trés
adi¢bes), em cada tratamento (n=12). No Experimento 2, o delineamento consistiu
em testar se odores de coespecificos de diferentes condi¢cdes sociais afetam o
comportamento agressivo e as respostas de estresse. Para isso, matrinxas foram
isolados em aquario contendo um espelho, e apds o inicio do confronto agressivo,
foram feitas trés adi¢cdes (uma a cada treze minutos) de odor de coespecifico
(n=21), dos seguintes tratamentos: AP; EC; Mac; vencedor Venc; perdedor —
Perd; isolado — Isol. Analisamos as respostas comportamentais de alarme como,
a atividade de locomocao (Exp. 1 e 2), tempo que o peixe permaneceu longe do
espelho e, também, comportamentos agressivos no Experimento 2. Como
indicadores de estresse utilizamos cortisol e glicose. O extrato provocou
respostas comportamentais de alarme em ambos 0s experimentos, mostrando ser
um odor artificialmente muito concentrado, provocando resposta de alarme em
qualquer contexto. J4 no tratamento Mac houve respostas de alarme no
Experimento 1. No entanto, no Experimento 2 houve aumento progressivo da
agressividade, sendo possivel que nesse contexto o odor de um peixe
machucado pode ser interpretado como sinal de que o individuo esta vencendo a
luta. Cortisol e glicose plasméaticos ndo foram alterados por nenhum dos
tratamentos, indicando que os tratamentos ndo foram disturbios suficientes para

promover respostas de estresse. Para futuras intervencfes nas pisciculturas
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ainda sdo necessérios mais trabalhos basicos desse tipo de comunicagéo

influenciando nos comportamentos dos peixes.

ABSTRACT

Chemical substances can dissolve easily in Waters, facilitating chemical
communication. However, little is known how it ocursai in fish and whether it
affects stress responses. Furthermore, we do not know the influence of chemical
communication on fish of different social conditions. For this, we conducted two
experiments with the matrinxd fish, Brycon amazonicus. The protocol of
Experiment 1 consisted of extrate of skin in different concentrations and odor of
injuried coespecif can cause behavioral alarm and stress responses. For this, we
tested the following treatments: pure water (AP); (EC), diluted skin extract (E-) and
concentrated skin extract (E +) (6.5 yl /L, 2.7 pl /L and 11.0 ul / L, respectively);
or water containing smell of injuried coespecific fish (Mac) (simulation of injuries
resulting from a fight with a specific species). Fish behavior was recorded before
and after the additions (three additions) in each treatment (n = 12). In Experiment
2, the protocol consisted of testing whether coespecific odors from different social
conditions affect aggressive behavior and stress responses. For this, matrinxans
were isolated in an aguarium containing a mirror, and after the beginning of the
aggressive confrontation, three additions (one every thirteen minutes) of
coespecific odor (n=21) were made from the following treatments: AP; EC; Mac;
winner Venc; loser - Perd; isolated - Isol. We analyzed behavioral alarm responses
such as the locomotion activity (Exp. 1 and 2), time the fish stayed away from the
mirror and also aggressive behaviors in Experiment 2. As indicators of stress we
used cortisol and glucose. In both experiments we evaluated the behavior before
the additions and after the additions of each treatment. The extract elicited
behavioral alarm responses in both experiments, proving to be an artificially
concentrated odor capable of triggering the alarm response in any context.
Already in the Mac treatment there were alarm responses in Experiment 1.
However, in Experiment 2 there was a progressive increase of aggressiveness,
possibly because that in this context the odor of a injuried fish can be interpreted

as a sign that the individual is winning the fight. Plasma cortisol and glucose were
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not altered by any of the treatments, indicating that the treatments were not
disturbances sufficient to promote stress responses.
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CAPITULO 1

Introducao Geral



Doutoranda Ana Paula Montedor Russi Orientadora: Profa. Dra. Elisabeth Criscuolo Urbinati

1. Aimportancia do matrinxa no contexto da aquicultura nacional

A aquicultura vem crescendo em todo o mundo por ser uma importante
alternativa na producao de alimentos. Um bilhdo de pessoas tem o pescado como
fonte principal de proteinas em sua dieta e este consumo tende a aumentar com o
crescimento da populagédo (FAO, 2016). Segundo a FAO (2016), a aquicultura é o
setor de producdo de alimentos com o crescimento mais rapido e representa
quase 50% do pescado destinado a alimentacdo mundial, alcancando a producao
de 97,2 milhdes de toneladas em 2013. No Brasil, a produgdo aquicola atingiu
474.159 toneladas em 2013 (FAO, 2016) e tende a registrar um aumento na
producdo de 104% até 2025. No entanto, esse aumento na producdo e a
dependéncia pelo peixe cultivado aumentam os problemas associados a criacao
intensiva (Urbinati e Carneiro, 2004). A estagnacao da pesca extrativa, aliada ao
aumento populacional e a crescente demanda por proteina animal, incentiva a
domesticacdo de novas espécies aquaticas para a aquicultura (FAO, 2016).

O Brasil € um pais com grande riqueza de peixes, com espécies das mais
variadas formas e tamanhos (Nelson, 1994). Dentre eles, a espécie Brycon
amazonicus, popularmente conhecida como matrinxd, € encontrada na Bacia
Amazobnica. A espécie pertence a classe Actinopterygii, ordem Characiformes,
familia Characidae e género Brycon. A criacdo do matrinxd cresceu muito na
década de 1990 devido o habito voraz da espécie, tornando a espécie atrativa nas
pescas esportivas. Além disso, a espécie aceita bem a racdo artificial, tem
crescimento rapido e carne de qualidade (Gomes e Urbinati, 2013). E um peixe
de grande importancia econémica na regido amazébnica. Além da importancia na
pesca, é também um dos peixes mais utilizados na aquicultura regional (Santos et
al., 2006).

No entanto, apesar das vantagens zootécnicas, o matrinxa é uma espécie
muito agressiva em todas as suas fases de vida, sendo que os confrontos
agressivos na espécie resultam ndo sO em estresse, mas também em
machucados que podem levar a morte (Urbinati et al.,, 2015). No caso do
matrinxd, essa agressividade elevada também se deve ao fato de que, mesmo
apos a resolucdo de um embate agressivo, com um vencedor e um perdedor, o
confronto agressivo continua, com o0s ataques do vencedor aumentando ainda

mais contra o perdedor (Serra et al., 2017).
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Essa agressividade nas espécies territoriais, como o matrinxd, pode se
agravar em condicdes de cativeiro (Urbinati et al., 2015), acarretando grandes
perdas na sua criacdo. Portanto, entender o comportamento social dessas
espécies pode ser util para orientar estratégias de manejo nos sistemas de

criagdo intensiva e reduzir as condigdes estressantes.

2. Comportamento e comunicagdo quimica

A comunicagdo € um processo social basico, pois ela que torna a vida em
sociedade possivel através da troca de informacdes (Palermo-Neto, 2010). Essa
troca pode ocorrer de diferentes formas, podendo ser visual, tatil, quimica e
sonora (Dunbar, 1998). No caso dos peixes, a comunicacdo quimica torna-se
ainda mais importante devido ao meio que eles vivem, uma vez que a turbidez da
adgua pode dificultar a comunicacdo visual (Winsenden, 2000). Além disso, o
volume de informacdes que pode ser transmitido pela comunicacdo quimica é
praticamente ilimitado, sendo a agua um 6timo meio para a transmissao de sinais
quimicos (Hara, 1994; Ward e Mehner, 2010).

A comunicacdo quimica € usada pelos animais aquaticos para
forrageamento, reproducdo e também para avaliar o risco de predacéo
(Winsenden, 2000). Ela ocorre através de substancias liberadas no meio
ambiente, podendo envolver somente alguns compostos quimicos ou uma mistura
de diferentes odores (Keller-Costa et al., 2015). O epitélio olfatério dos peixes
esta localizado na cavidade nasal, que é repleta de vilosidades par aumentar a
area de contato com o estimulo. Nessa cavidade estdo os receptores olfatérios
(neurbnios bipolares) e, também células secretoras. A cavidade apresenta
abertura anterior e posterior para garantir o suprimento continuo de agua no
epitélio olfatorio. Nos peixes, os neurdnios olfatorios apresentam terminacgdes
dendriticas especializadas na deteccéo e transducao de estimulos quimicos e se
projetam para bulbo olfatério (Dogel, 1886; Zeiske et al.,1992).

Na comunicagdo temos um organismo emissor e um receptor e, para que
seja considerado comunicacao, o sinal emitido deve resultar em alteracdes no
organismo do receptor. Os sinais quimicos utilizados na comunicacdo de peixes
sdo diversos (Liley, 1982). No geral, as substancias envolvidas neste tipo de

comunicacdo sdo chamadas de semioquimicos. Quando o0s sinais agem

6
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especificamente entre individuos da mesma espécie, ou seja, sdo percebidos por
coespecificos, sdo conhecidos como feroménios (Wyat, 2003), e consistem em
dois tipos, os releasers e os primers. Os releasers sao os que desencadeiam uma
resposta comportamental rapida (com laténcia curta) no individuo receptor; ja os
primers desencadeiam efeitos fisiologicos de longa duracdo, que vao levar a
alteragbes no metabolismo e também ativar processos regulatorios no receptor
(Liley, 1982).

Alguns feroménios sdo também conhecidos como feromdnios de alarme,
ou substancias de alarme (Pfeiffer, 1963). Uma substancia s6 é denominada de
alarme quando existe dano mecanico da pele do emissor, o que indica a presenca
de um predador. Pfeiffer (1963) inicialmente acreditava que somente a
superordem Ostariophysi, que representa 64% de todos o0s peixes de agua doce,
apresentava essas substancias de alarme e que estas substancias estavam
presentes em células especializadas da epiderme, denominadas células club. Em
caso de um dano mecéanico essas células club se rompem e as substancias de
alarme, presentes dentro delas, liberadas no ambiente. Mais tarde, foram
encontradas células club, ou células semelhantes a elas, ndo somente nos
Ostariophysi mas também em Percidae, Gobideos e Scorpaeniformes (Smith,
1992).

As substancias de alarme produzem respostas denominadas por Pfeiffer
(1977) como fright reaction ou reacdo de alarme. Ainda segundo esse autor,
essas respostas podem variar entre as espécies. As reacfes de alarme sédo
imediatas, e podem aumentar as chances de sobrevivéncia, indicando risco de
predacdo (Chivers e Smith, 1998). Muitos estudos utilizam extrato feito de pele
para analisar essas reacfes de alarme, pois as células club estdo localizadas na
pele (Pfeiffer, 1977; Mathis e Smith, 1993; Oliveira et al., 2014). Nos peixes, 0
risco de predacdo leva a comportamentos antipredatorios e adaptativos, como:
freezing (cessacdo da movimentacdo) em espécies como em zebrafish Danio
rerio e, piaugu Leporinus macrocephalus (Oliveira et al., 2014; Barbosa Junior e
Hoffman, 2007), dashing em pintado Pseudoplatystoma coruscans (Giaquinto e
Volpato, 2001), reducdo da atividade de locomogcdo em Bathygobius soporator
(Barreto et al., 2014), aumento do uso de abrigo em Pimephales promelas
(Lawrence e Smith, 1989), e evitacdo da area da substancia de alarme em P.
promelas (Mathis e Smith, 1993).
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Muitos pesquisadores, no entanto, questionam se somente as células club
estariam envolvidas na resposta anti-predatoria e se as mesmas teriam outras
funcdes. Segundo Smith (1992), se um animal sinaliza que esta sendo predado,
necessariamente ele precisa estar machucado para emitir essa sinalizacéo e, na
maioria das vezes, ele morre; portanto, esse animal predado nao teria uma
vantagem direta. Se ndo ha vantagem em emitir a sinalizacdo, a selecao dos
individuos com células club e consequente evolugcdo de sua presencga nos peixes
nao poderia acontecer (Smith, 1992). Uma forma de vantagem da emissao das
substéancias de alarme poderia ser o aviso a outras presas do sinal do predador.
No entanto, 0 que poderia ocorrer, também, seria outros predadores se
aproximarem do local pela possibilidade de outras presas (Smith, 1992). Até hoje,
0S questionamentos a respeito dos sistemas de alarme permanecem. Nesse
sentido, questiona-se se essas células poderiam ter outras funcdes e que a
funcdo das células club como sistema de alarme seria secundaria (Smith, 1992).
Nesse sentido, Iger e Bonga (1994), analisando histologicamente as células club
de carpas expostas a extrato de pele colocado em &gua &cida, encontraram
evidéncias de linfocitos e leucdécitos dentro das células club, o que sugeriria uma
funcdo imunoldgica. Outro trabalho, mostrou que P. promelas expostos a
patdgenos, parasitas e radiacdo UV apresentaram estimulacdo da producdo de
células club, mas o aumento do risco de predacdo nao influenciou na producao
dessas células, sugerindo que a funcéo de resposta imune seria priméaria a funcao
de alarme (Chivers et al., 2007). Ainda, ha estudos evidenciando a ocorréncia de
reacoes de alarme em peixes mesmo sem a presenca do conteudo das células
club. Barreto et al. (2013) mostraram que reacbOes de alarme (reducdo da
alimentacdo e da locomocdo) sdo suscitadas apenas com sangue de
coespecifico, mesmo sem a participacdo das substancias de alarme das células
club ou da pele em tilapias-do-Nilo. Além disso, P. promelas apresentam
respostas antipredatdrias para pistas de alarme, num periodo de 8 a 17 dias ap0s
eclosdo, embora as larvas ndo possuam células club antes de 28 — 37 dias
(Carreau-Green et al., 2008). Portanto, embora o extrato de pele seja larga e
eficientemente utilizado em estudos de reacéo de alarme em peixes, ainda faltam
evidéncias de que sao de fato as células club da pele a fonte das substancias de

alarme.
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A comunicacdo quimica afeta varios comportamentos, e aparentemente,
ela teria efeito nos comportamentos agressivos. Esses comportamentos
acontecem nas espécies sociais quando recursos que Sao escassos (por
exemplo, alimento, locais para reproducado, procura por parceiros e abrigos) sao
disputados (Huntingford et al., 2012). Nesse sentido, alguns trabalhos analisaram
se as substancias de alarme estariam afetando o comportamento agressivo dos
peixes (Wisenden, 1997; Barreto et al., 2010). Wisenden (1997) mostrou que
Ciclassoma nigrofasciatum, quando colocados em pares em um aquario e
expostos a extrato de pele de animal da mesma espécie, apresentam reducado da
frequéncia de abordagens e também de mordidas. Barreto et al. (2010) utilizaram
o paradigma intruso-residente (quando um peixe € inserido em um territorio que ja
possui um peixe residente) para avaliar as interacfes agressivas, e observaram
que apos injetarem, na agua, extrato de pele de coespecificos houve reducdo na
frequéncia de agressodes. A presenca da substancia de alarme no ambiente pode
gerar um conflito motivacional nos peixes, sendo que o sistema motivacional do
medo gera uma resposta de alerta, inibindo o sistema motivacional da
agressividade e reduzindo os confrontos agressivos em um contexto no qual a
agressividade ndo é prioridade. De fato, o sistema motivacional do medo, no
geral, inibe o sistema motivacional da agressividade (Figler e Einhorn, 1983).

A comunicacdo quimica pode, também, influenciar aspectos muito
importantes na criacdo de peixes. Por exemplo, ha evidéncias de que o
crescimento pode ser prejudicado por fatores quimicos liberados na agua, e que
pistas de alarme liberadas por predadores reduzem a alimentacdo de alguns
animais, que irdo forragear somente se estiverem com fome (Milinski, 1993),
podendo prejudicar o crescimento. Na realidade, ainda sdo poucos os trabalhos
que relacionam a comunicacgdo quimica no contexto da piscicultura, mas para isso
€ necessario conhecer os mecanismos basicos que envolvem a comunicacao
quimica, e também entender como as espécies utilizadas na piscicultura
respondem a comunicagdo quimica, uma vez que as respostas sdo variaveis

entre as espécies.

3. Estresse e a comunicagado quimica



Doutoranda Ana Paula Montedor Russi Orientadora: Profa. Dra. Elisabeth Criscuolo Urbinati

Os peixes, durante toda sua vida, enfrentam desafios que precisam ser
superados e enfrentados para que possa sobreviver (Schreck e Tort, 2016).
Esses desafios provocam alteracbes dos meios externo e interno que podem
comprometer a homeostase do animal (Urbinati et al., 2014). Para restabelecer a
homeostase, ocorre uma cascata de eventos fisioldgicos (Schreck e Tort, 2016)
gue capacitam o animal a superar a ameaca e garantir sua sobrevivéncia (Urbinati
et al., 2015), por isso 0 estresse € um mecanismo adaptativo. Os estressores
podem ser temporarios, ou agudos, mas no caso de persisténcia do estimulo
estressor, chamados de estressores cronicos, as respostas de estresse deixam
de ser adaptativas e perdem sua funcionalidade (Wendelaar Bonga, 1997; Schrek
e Tort, 2016).

Em ambientes artificiais de criacdo, os peixes sdo expostos a condicbes
inesperadas de ameaca, que diferem quanto a origem, intensidade e duracdao,
submetendo-os a situacdes que vao além de sua capacidade de tolerancia e que
colocam em risco sua saude (Urbinati et al.,, 2014). Em um ambiente de
piscicultura os estressores sédo diversos e podem ser fisicos, quimicos e sociais
(Sneddon et al., 2016). ApGs a percepcao do estressor, 0s peixes apresentam um
conjunto coordenado de respostas dividido em trés grupos, sendo elas: as que
tém inicio assim que o estressor € percebido, em nivel neuroenddcrino, e
chamadas de priméarias — trata-se da mobilizacdo dos sistemas bioldgicos; as
respostas generalizadas, que séo resultado da acdo neuroenddcrina, e chamadas
de secundarias — ajuste da condicdo corporal para resistir nas condi¢cbes
homeostéticas alteradas; e as respostas terciarias, que se caracterizam pela
perda da capacidade adaptativa e exaustdo dos sistemas biolégicos frente ao
estresse prolongado (cronico) (Urbinati et al., 2014; Urbinati et al., 2015). A
resposta de estresse, ou seja, sua magnitude e duracdo, € dependente da
severidade e duracdo do estressor (Schreck e Tort, 2016). Além disso, outros
fatores também influenciam na resposta, tais como: o patrimdnio genético do
peixe, ambiente em que 0s peixes estdo localizados, suas experiéncias anteriores
e 0 estagio ontogenético (Schreck e Tort, 2016).

As respostas causadas pela acdo do estressor nos peixes sdo controladas
por dois eixos distintos: um complexo sistema neuroenddcrino, constituido pelo
sistema nervoso simpatico-células cromafins, e o eixo hipotalamo-pituitaria-tecido

interrenal. A ativagdo do primeiro sistema culmina com a liberagdo de
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catecolaminas pelas células cromafins (Fabbri e Moon, 2016), enquanto que no
eixo hipotalamo-pituitéria-interrenal, uma estimulagcdo em cascata do hipotalamo
leva a um aumento de CRH (horménio liberador de corticotrofina), que, por sua
vez, estimula a glandula pituitaria a liberar ACTH (corticotrofina), que, liberado na
corrente sanguinea, estimula as células inter-renais a produzirem glicocorticoides,
principalmente o cortisol (Wendelaar Bonga, 2011; Urbinati et al., 2014). Em
resposta a qualquer estressor agudo, as catecolaminas aumentam rapidamente
seus niveis no organismo, devido a inervacao direta das células cromafins pelo
sistema nervoso simpatico (Fabri e Moon, 2016). Ja o cortisol circulante aumenta
em poucos minutos, retornando as taxas normais em uma ou mais horas, sendo
ele um dos indicadores de estresse mais usado (Mommsen et al.,, 1999). O
cortisol e as catecolaminas sdo responsaveis pela preparacao fisioldgica do peixe
para enfrentar o estressor, promovendo respostas fisioldgicas, metabdlicas e
osmorregulatérias, que chamamos de respostas secundérias do estresse. Os
diferentes mecanismos sao: alteracdes metabodlicas em parametros como
glicemia, acido latico e glicogénio do figado e dos musculos; hematoldgicas, como
namero de células vermelhas e brancas e, ainda, as altera¢ges hidroeletroliticas
nas concentracbes plasmaticas de ions (cloro, sddio, potassio), proteinas e na
osmolaridade. Com relacdo a glicose, seu aumento € inicialmente devido a acéo
das catecolaminas na quebra do glicogénio hepéatico, sendo esta a primeira fonte
de energia para atender a demanda do cérebro e de muasculos (Urbinati et al.,
2014). Posteriormente, o cortisol mantém os niveis glicémicos elevados por meio
da neoglicogénese a partir de outros substratos energéticos (como aminoacidos e
lipideos), bem como estimula a restauracédo das reservas hepaticas de glicogénio
(Wendelaar Bonga, 2011).

No caso da cronicidade da exposicdo dos peixes a estressores, a energia
torna-se indisponivel para processos vitais (Schreck e Tort, 2016), afetando o
crescimento, reproducdo e também a capacidade de tolerar outros agentes
estressores adicionais (Wendelaar Bonga, 1997; Urbinati e Carneiro, 2004;
Urbinati et al., 2014). Essas sao respostas que sdo caracterizadas como terciarias
(Schreck e Tort, 2016).

Tanto a comunicacdo quimica pode resultar em estresse quanto o estresse
pode influenciar a comunicagdo quimica dos peixes; no entanto, os resultados

ainda sdo controversos. Oliveira et al. (2014) mostraram que zebrafish expostos a
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substancias de alarme de coespecificos mortos apresentavam aumento dos
niveis de cortisol, além de comportamentos defensivos, como o freezing. Segundo
0S autores, estas respostas encontradas estariam relacionadas a
comportamentos antipredatorios e seriam adaptativas; de fato, o aumento dos
niveis de cortisol prepara o animal para responder a situacdo de perigo
(Wendelaar Bonga, 1997). Em tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, aumentos
dos niveis de cortisol também foram encontrados para exposicdo a extratos de
pele de coespecificos (Sanches et al.,, 2015). No entanto, alguns trabalhos
relacionados a comunicacdo quimica, que apresentam respostas
comportamentais de alarme, ndo encontraram respostas fisiologicas de estresse.
Por exemplo, matrinxds expostos a extratos de pele de coespecificos
apresentaram respostas comportamentais de alarme, sem alteracdo dos niveis
circulantes de cortisol (Ide et al., 2003). J4 em jundia, Rhamdia quelen, extratos
de pele ndo provocaram nenhum tipo de resposta de estresse, sendo que 0s
niveis sanguineos de cortisol e glicose permaneceram inalterados (Souza-Bastos
et al.,, 2014). Em contrapartida, Barreto et al. (2014), através de injecdes
intraperitoneais de cortisol em Frillfin goby, observaram que o cortisol contribuiu
para melhorar a resposta anti-predatéria.

Como exposto, as mudancas fisiolégicas de estresse em peixes
relacionadas a comunicacdo quimica ainda ndo séo claras, com alguns trabalhos
mostrando que extratos de pele conduzem a respostas de estresse, enquanto em
outros estudos essas respostas ndo aparecem, apesar da resposta
comportamental de alarme. Assim, ha motivacdo para se buscar entender como a
comunicacdo quimica afeta as respostas de estresse. O entendimento dos
mecanismos basicos da comunicacdo quimica e do estresse podera contribuir
para futuras intervengdes nas pisciculturas, uma vez que nesses ambientes, 0s
peixes geralmente sdo estocados em altas densidades e a comunicagéo quimica,
nestas condi¢des, pode ser um fator de interferéncia no estabelecimento de um

ambiente adequado de criag&o.
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CAPITULO 2

Resposta de alarme a odor de
coespecifico machucado depende da
concentracao e do contexto em
juvenis de matrinxa, Brycon
amazonicus.
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RESUMO

A comunicacdo quimica € uma das formas de troca de informagbes entre os
animais, especialmente entre individuos da mesma espécie. Extratos de pele de
peixes provocam mudancas comportamentais e de estresse. Além disso, nao se
sabe como odores de coespecificos em diferentes condigbes sociais afetam o
comportamento agressivo e 0 estresse dos peixes. Por isso, conduzimos dois
experimentos. No Experimento 1, nosso objetivo foi testar se extrato de pele em
diferentes concentracdes e odor de coespecifico machucado podem provocar
respostas comportamentais de alarme e estresse em matrinxas, Brycon
amazonicus. Os tratamentos eram: agua pura (AP); extrato de pele controle (EC),
extrato de pele diluido (E-) e extrato de pele concentrado (E+) (5,5 ul/L, 2,7 pl /L e
11,0ul /L, respectivamente); ou agua contendo odor de peixe machucado (Mac)
(simulagcdo de machucados de um confronto agressivo com coespecifico). O
comportamento dos peixes foi registrado antes e depois das adicbes (trés
adicdes), em cada tratamento (n=12). Ja, no Experimento 2, nosso objetivo foi
identificar se a agressividade e as respostas de estresse dos peixes sao
moduladas pelos odores de coespecificos de diferentes condi¢cdes sociais e
extrato de pele. Nesse estudo, os peixes foram isolados em aquarios contendo
um espelho, e iniciado o confronto agressivo, foram feitas trés adicGes de odor de
coespecifico (uma a cada treze minutos), dos tratamentos correspondentes (AP;
EC; Mac; vencedor Venc; perdedor — Perd; isolado - Isol), (n=21). Analisamos as
respostas comportamentais de alarme, como atividade de locomoc¢ao do animal
(Exp. 1 e 2), tempo longe do espelho (Exp. 2) e, também, 0os comportamentos
agressivos (Exp. 2). Como indicadores de estresse foram analisados os niveis
sanguineos de cortisol e glicose (Exp. 1 e 2). Todos os tratamentos de extrato de
pele e odor de animal machucado, em ambos o0s experimentos, provocaram
respostas de alarme, mostrando ser um odor artificialmente muito concentrado,
capaz de provocar a resposta de alarme em qualquer contexto. No entanto, houve
reducdo da agressdo no tratamento EC (Exp. 1) e aumento progressivo da
agressao no tratamento Mac, possivelmente porque, nesse ultimo contexto o odor
de um peixe machucado pode ser interpretado como sinal de que o individuo esta
vencendo a luta. Cortisol e glicose plasmaticos nédo foram alterados por nenhum
dos tratamentos, indicando que os tratamentos ndo foram distlrbios suficientes

para promover respostas de estresse.
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ABSTRACT

Chemical communication is one of the ways that the information is exchanged
between animals, especially among individuals of the coespecifics. Fish skin
extracts cause changes in behavior and stress. Moreover, it is not known how
coespecific odors in different social conditions affect the aggressive behavior and
stress of the fish. So we conducted two experiments. In Experiment 1, our
objective was to test whether extract of skin at different concentrations and injured
odor of cosspecific can trigger behavioral alarm and stress responses in
matrinxds, Brycon amazonicus. The treatments were: pure water (AP); (EC),
diluted skin extract (E-) and concentrated skin extract (E +) (6.5 pl /L, 2.7 yl / L
and 11.0 ul / L, respectively); or water containing smell of injuried coespecific
(Mac) (simulation of injuries from an aggressive confrontation with a coespecific).
Fish behavior was recorded before and after the additions (three additions) in each
treatment (n = 12). Already, in Experiment 2, our objective was to identify whether
the aggressiveness and stress responses of fish are modulated by the coespecific
odors of different social conditions and skin extract. In this study, the fish were
isolated in aquariums containing a mirror, and when the aggressive confrontation
began, we added (three times) the odors corresponding to each treatment (AP;
EC; Winner Venc; loser - Perd; isolated - Isol), (n = 21). We analyzed behavioral
alarm responses, such as the animals' locomotion activity (Exp. 1 and 2), time
away from the mirror (Exp 2) and aggressive behavior (Exp 2). The blood levels of
cortisol and glucose (Exp. 1 and 2) were analyzed as indicators of stress. All skin
extract (Exp. 1 and 2) and injuried coespecific (Exp. 2) treatments, in both
experiments, elicited alarm responses, showing to be an artificially highly
concentrated odor capable of triggering the alarm response in any context.
However, there was a reduction in aggression in EC treatment (Exp. 1) and
progressive increase of aggression in Mac treatment, possibly because in the
agressive context the odor of a injuried coespecific fish can be interpreted as a
sign that the individual is winning the fight. Plasma cortisol and glucose were not
altered by any of the treatments, indicating that the treatments were not

disturbances sufficient to promote stress responses.
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1. Introducéo

A comunicacao € o meio pelo qual os animais trocam informac¢des uns com
0s outros, podendo ser visual, tatil, quimica e sonora (Dunbar, 1998). Nos peixes,
a comunicacao quimica é muito importante, pois as substancias quimicas podem
se dissolver facilmente na 4gua, facilitando esse tipo de comunicacao (Wisenden,
2000). Além disso, a comunicacdo quimica € muito importante para 0s peixes
pois, além do reconhecimento de individuos coespecificos, ela € utilizada em
comportamentos relacionados a reprodugéo, migragao, alimentacéo, agressao e
predacdo (Winsenden, 2000). No entanto, o conhecimento basico relacionado a
comunicacao quimica entre peixes coespecificos ainda é reduzido.

Em uma via da comunicacdo, resumidamente, temos o animal que envia
uma mensagem/sinal (emissor) e o animal que recebe a mensagem enviada
(receptor), no qual ocorre alteracbes (Wisenden, 2000; Keller-Costa et al., 2015).
O sinal, no caso da comunicacdo quimica, ocorre através de substancias
lancadas no meio ambiente e, nos peixes, elas séo diversas (Kasumyan, 2004).
As substancias de alarme, ocorrem quando existe dano mecanico da pele e
podem indicar a presenca de um predador (Pfeiffer, 1963). As respostas de
alarme sdo estudadas através da exposicdo de peixes a extratos de pele. No
entanto, as respostas, que sdo adaptativas e antipredatorias, variam muito entre
espécies, podendo ocorrer: freezing em zebrafish, piaucu Leporinus
macrocephalus e matrinxa Brycon amazonicus (Barbosa Junior e Hoffman, 2007,
Oliveira et al., 2014); atividade de locomocéao reduzida em F. goby, Bathygobius
soporator (Barreto et al., 2014), aumento do uso de abrigos e evitacao da area da
substancia de alarme em stickleback, Culaea inconstans (Lawrence e Smith,
1989; Mathis e Smith, 1993).

As substéancias de alarme também podem influenciar nos comportamentos
agressivos. As espécies territorialistas podem marcar seu territorio através de
odores, 0 que reduz os contatos agressivos dentro de uma populagcéo (Courtenay
et al., 1997). O aumento da renovacdo de &agua em aquarios com tilapias
(dominante e subordinada) aumenta a frequéncia de ataques por tilapias
subordinadas, influenciando, de modo negativo, na estabilidade da hierarquia
social (Gongalves-de-Freitas et al., 2008). Segundo Olsén et al. (2002), um peixe

dominante pode concentrar mais produtos quimicos ou liberar mais sinais do que
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um subordinado. Essas substancias de alarme também influenciam o
comportamento agressivo de coespecificos, como no caso de C. nigrofasciatum,
que, quando colocados em pares em um aquario e expostos a extrato de pele de
coespecifico, mostraram reducdo da frequéncia de abordagens e também de
mordidas (Wisenden, 1997). Barreto et al. (2010) também mostraram reducdo na
frequéncia de agresséo em tilapias-do-Nilo, sendo a agressividade analisada em
peixes que foram colocados num paradigma intruso-residente (quando um peixe
entra em um local que ja tem um peixe residente) e expostos a extratos de pele
de coespecificos.

Além das mudangas comportamentais devido a comunicacdo quimica h&
também mudancas nas respostas de estresse nos peixes (Barreto et al., 2014;
Sanches et al., 2015). Frente a um estressor o comportamento de um individuo
sera uma consequéncia de decisdes que serdo afetadas pelo estado de
desenvolvimento do animal e, também, por experiéncias prévias (Noakes e Jones,
2016). Essa decisdo do animal diante de um estressor culmina numa cascata de
eventos fisiologicos que ele tem que lidar (Noakes e Jones, 2016). Dentre esses
eventos, dois indicadores de estresse muito importantes sao a liberagdo do
horménio cortisol pelas células interrenais no rim cefalico (Mommsen et al., 1999,
Sopinka et al., 2016) e o aumento da glicose sanguinea, através da acdo das
catecolaminas (Fabbri e Moon, 2016). Oliveira et al. (2014) mostraram aumentos
dos niveis de cortisol, além da respostas de alarme (freezing), em zebrafish
expostos e extratos de pele de coespecificos mortos. Estas respostas hormonais
seriam antipredatérias e adaptativas (Oliveira et al., 2014), ja que aumento dos
niveis de cortisol prepara o animal para responder a situacdes de perigo
(Wendelaar Bonga, 1997). Ja em tilapia-do-Nilo, houve aumento dos niveis de
cortisol em resposta a alarme quimico, sem aumento dos niveis de glicose
(Sanches et al., 2015). Em estudos com outras espécies expostas a extrato de
pele, ndo se observou alteracdo na resposta de estresse, como em matrinxa
Brycon amazonicus (Ide et al., 2003) e jundia Rhamdia quelen (Souza-Bastos et
al., 2014).

As respostas até entdo conhecidas relacionando comunicagdo quimica
entre coespecificos sao variaveis em diferentes espécies. Além disso, é
conhecido que extratos de pele desencadeiam respostas de alarme nos peixes;

no entanto o extrato em si € uma forma muito concentrada e ndo natural de
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investigar a resposta de alarme nos peixes, uma vez que em ambiente natural
somente o odor de um animal machucado, menos concentrado que o extrato, ja
deve ser suficiente para desencadear essas respostas de alarme e de estresse.
Outro ponto desconhecido na comunicacdo quimica € se existe influéncia da
mesma em animais de diferentes condi¢fes sociais. Para testar tais hipoteses,
escolhemos como modelo o peixe matrinxa, Brycon amazonicus, espécie nativa,
originaria da Bacia Amazonica, bastante utilizada na aquicultura e que apresenta
um comportamento bastante ativo de interacdo social com coespecificos (Wolkers
et al., 2014, Serra et al., 2015).

2. Material e métodos

Foram conduzidos dois experimentos. No experimento 1, utilizamos
diferentes concentracbes de extrato de peixes e, também, odor de animal
machucado, para observamos a amplitude das respostas comportamental e
fisiolégica de alarme frente a odores de diferentes concentracdes. No experimento
2, avaliamos se odores de diferentes condi¢des sociais, extrato de pele e odor de
coespecifico machucado modulam a agressividade e desencadeiam respostas de

alarme e estresse em matrinxas.

2.1. Animais e aclimatacéo

Utilizamos um total de 230 juvenis de matrinxd, sendo que no Experimento
1 foram utilizados 69 exemplares (34,4+0,86g) e, no Experimento 2, utilizamos
161 exemplares juvenis (34,0+0,37g). Os peixes foram mantidos em caixas de
prolipropileno de 300 L antes do inicio dos experimentos, a uma densidade de 40
peixes por caixa, com renovag¢ao constante de agua e temperatura de 27°C. O
fotoperiodo foi de 12 horas de Iluz (07:00h — 19:00h). Os animais foram

alimentados duas vezes ao dia com racdo comercial até a saciedade aparente.

2.2. Tratamentos

No Experimento 1 testamos cinco tratamentos: agua pura (AP); extrato de

pele controle (EC); extrato de pele menos concentrado (E-); extrato de pele mais
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concentrado (E+) e odor de machucado (Mac). O extrato de pele controle utilizado
foi preparado conforme Ide et al. (2003) e as concentracdes utilizadas se
basearam no mesmo estudo.

No Experimento 2 testamos seis tratamentos (n=21): agua pura (AP) -
auséncia de odor; extrato de pele (EC) — o mesmo utilizado no Experimento 1 e
também por Ide et al. (2003); Machucado (Mac) - machucados provocados pelo
pesquisador, de forma a imitar o numero médio e forma de mordidas a que um
matrinxa perdedor é submetido; peixe vencedor (Venc) - que venceu um confronto
agressivo; peixe perdedor (Perd) - que perdeu um confronto agressivo e peixe
isolado (Isol) - que n&o passou por interacéo social.

2.3. Delineamento experimental

O delineamento do Experimento 1 consistiu em testar se extrato de pele e
o odor de um animal machucado (simulacdo de machucados resultantes de
interacdo agressiva) geravam respostas de alarme e de estresse em matrinxas.
Para isso, colocamos os peixes foco isolados em aquarios, e apés 13 minutos
adicionamos as solucdes contendo os odores (5 mL) correspondentes a cada
tratamento, com mais duas adicfes subsequentes, em intervalo de treze minutos,
totalizando trés adicdes. Para andlise da resposta comportamental de alarme
contabilizamos a locomocao dos peixes. ApOs o teste comportamental, 0s peixes
foram anestesiados (benzocaina, 60 mg/L) e o sangue coletado para analise de
parametros de estresse (concentracdo sanguinea de cortisol e glicose).

O delineamento do Experimento 2 consistiu em testar se o odor de
coespecificos (peixes doadores) em diferentes condicbes sociais afeta o
comportamento agressivo e a resposta fisioldgica de matrinxas (peixes foco)
contra um espelho. Para isso, colocamos os peixes foco isolados em aquarios
contendo um espelho e apés treze minutos do inicio do confronto agressivo
adicionamos os odores correspondentes a cada tratamento, e mais duas adi¢bes
subsequentes com intervalos de treze minutos, totalizando trés adicdes. Nesse
experimento, avaliamos o0s comportamentos agressivos frente ao espelho
(mordida, investida e demonstracao) e dados de locomoc¢ao do animal (tempo de
locomogédo, tempo que permaneceu longe do espelho). Apds o teste

comportamental, os peixes foram anestesiados (benzocaina, 60 mg/L) e o sangue
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coletado para andlise de pardmetros de estresse (concentragdo sanguinea de

cortisol e glicose).

2.4. Testes comportamentais

2.4.1. Testes comportamentais de alarme Experimento 1

Para os testes comportamentais, os peixes foco foram isolados em
aquarios por trés dias, e no quarto dia transferidos para os aquarios teste
(30x30x40 cm), preenchidos com 31,80 L de agua. Os aquarios teste tinham uma
canula fixada, em um dos cantos, para a adicdo dos odores, que se estendia até a
parte de trds de uma cortina, colocada atras dos aquarios para impedir que 0s
peixes visualizassem a camera de filmagem e a pessoa que fazia a adicdo dos
odores nos aquarios. As paredes laterais e do fundo dos aquarios foram cobertas
com papel pardo para impedir que peixes de aquarios adjacentes se
visualizassem, e a parede do fundo de cada aquario foi quadriculada para analise
da atividade de locomocéao (4 quadrantes de 15x20 cm). Uma vez colocados nos
aquarios, tinha inicio a filmagem do comportamento dos peixes. Por trés vezes,
adicionamos a solucdo do odor do tratamento especifico em cada réplica, aos
treze, vinte e seis e trinta e nove minutos apdés a entrada do peixe no aquario.
Esse periodo de 13 minutos é o tempo médio de duracdo do confronto agressivo
antes do estabelecimento de um vencedor na espécie (Serra, 2014). Para garantir
gue a solucdo com o odor fosse toda distribuida no aquario, ap6s sua adicdo, a
pessoa responsavel pelo procedimento injetava mais 20 mL de agua pura e 20
mL de ar na céanula. Comparamos o tempo de locomocdo e numero de
cruzamentos do peixe antes e apdés as adi¢cdes. Além disso, analisamos a
frequéncia de resposta bifasica descrito anteriormente para matrinxas (Ide et al.,
2003), que se trata de um breve periodo inicial que envolve o deslocamento
abrupto e aparentemente desorientado e/ou natacdo rapida, e um segundo
periodo mais longo que o animal permanece imével, ou apresenta poucos
movimentos. Apdés a ultima adicdo (trinta e nove minutos), os peixes foram
filmados por mais treze minutos. Em seguida, foram anestesiados e o sangue foi
coletado em seringas contendo EDTA fluoretado por puncdo caudal para as

analises fisiologicas (Item 2.6). A filmagem dos peixes foi de treze minutos apoés
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cada adicdo, mas os resultados apresentados s&o de seis minutos e trinta
segundos (390 segundos) antes e seis minutos e trinta segundo apds cada
adicao, pois como o periodo de observacao foi longo o efeito do tratamento no
comportamento poderia diluir-se. Desse modo, as respostas a cada tratamento
foram mais consistentes. No Anexo 1, no final da tese, encontramos tabela com
0os dados obtidos nos treze minutos de observacdo. Ao final de cada teste
comportamental, os aquarios e a canula eram lavados com sabédo e solucéo de
hipoclorito de sodio para que nenhum odor permanecesse no aquario e

interferisse nos testes seguintes.

2.4.2. Testes comportamentais de agressividade Experimento 2

Do mesmo modo que no Experimento 1, isolamos os peixes foco por trés
dias e apos isso transferimos os peixes para os aquarios teste (30x30x40 cm)
contendo 31,80 L de agua. Neste experimento os aquarios teste tinham um
espelho fixo em uma das laterais e uma canula inserida proxima do espelho, para
adicdo da amostra da agua contendo os diferentes odores. O espaco entre o
espelho e o vidro do aquario foi vedado com silicone para que nenhum odor
permanecesse no vao apos a lavagem dos aquarios. A canula de cada aquario
estendia-se até a parte de tras de uma cortina, colocada na frente dos aquarios,
que nao permitia aos peixes a visualizagcdo das cameras para filmagem e da
pessoa que fazia as adi¢cdes de odores nos aquarios. As paredes laterais e do
fundo dos aquarios foram cobertas com papel pardo para prevenir que peixes em
aguarios adjacentes se visualizassem, e a parede do fundo de cada aquario foi
quadriculada para analise da atividade de locomocéo (4 quadrantes de 15x20
cm). O espelho foi utilizado para desencadear as interagbes agressivas sem
interferéncia de outro tipo de comunicacdo que pudesse a afetar a informagéo
guimica avaliada. Ao final de cada teste comportamental, os aquérios e a canula
eram lavados com sabao e solucéo de hipoclorito de sédio para que nenhum odor
permanecesse no aquario e interferisse nos testes seguintes.

Momentos antes dos peixes entrarem no aquario experimental,
adicionamos 5 mL de agua com o odor basal do peixe doador, coletada dos
aguarios de isolamento dos peixes doadores (dgua pura no caso dos tratamentos

sem odor) e, entdo, inserimos 0s peixes foco em seus respectivos aquarios teste,
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para registro do comportamento. Por trés vezes, adicionamos a solu¢ao do odor
do tratamento especifico em cada réplica, sendo que a primeira adicao era feita
apos treze minutos do inicio do confronto agressivo e mais duas adicdes com
intervalos de treze minutos, totalizando trés adi¢des. O periodo de 13 minutos é o
tempo médio de duracdo do confronto agressivo antes do estabelecimento de um
vencedor na espécie. Os 13 minutos iniciais, antes da primeira adicdo, foi
denominado basal. Para garantir que o odor chegasse até o aquario, ap0s a
adicdo dos 5 mL de contetdo das seringas de cada tratamento inseriamos mais
20 mL de &gua pura e 20 mL de ar na canula com uma seringa, até observar
através da camera o momento que saiam bolhas na canula dentro do aquério.
Analisamos o comportamento agressivo - mordida, investida e demonstracéo
agressiva. Além disso, foram comparados o tempo de locomocéo, tempo longe do
espelho e a resposta bifasica antes das adicbes e apos as adi¢cbes, avaliando se
o0 odor do coespecifico modula a locomogédo e posicionamento do peixe foco.
Apoés a ultima adicdo, observamos 0s peixes por mais treze minutos e entdo os
peixes foram anestesiados (benzocaina, 60 mg/L) e 0 sangue coletados em
seringas contendo EDTA fluoretado, por puncédo caudal, para analises fisiol6gicas
(Item 2.6). A filmagem dos peixes foi de treze minutos apos cada adicdo, mas 0s
resultados apresentados sdo de 390 segundos antes apds cada adicdo, pois
como o periodo de observacéao foi longo o efeito do tratamento no comportamento
poderia diluir-se. Desse modo, as respostas a cada tratamento foram mais
consistentes. No Anexo 2 e 3 deste Capitulo, encontramos tabela com os dados

obtidos nos treze minutos de observacao.

2.5. Preparacdo do extrato de pele, do odor de animal machucado e odores

de diferentes condicdes sociais

Para a preparacdo do extrato de pele utilizamos trés doadores, sendo que
0 odor de cada doador de pele foi utilizado para quatro peixes de cada tratamento
de extrato no Experimento 1 e para sete peixes de cada tratamento de extrato no
Experimento 2. Para o tratamento odor de machucado, no experimento 1,
utilizamos seis doadores e 0 odor de cada doador foi utilizado para dois peixes do
tratamento. Ja no experimento 2, para o tratamento machucado e dos demais

tratamentos de diferentes condicbes sociais utilizamos sete doadores por
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tratamento, sendo que o odor de cada doador foi utilizado para trés peixes de
cada tratamento.

Pesamos os doadores e receptores para que tivessem pesos similares. No
Experimento 1 ndo houve diferenca de peso nos tratamentos EC (doadores:
33,9£3,4, receptores: 34,1+1,5, teste t, P=0,348), E- (doadores: 33,9%3,4,
receptores: 30,7+1,1, P=0,451), E+ (doadores: 33,9%£3,4, receptores: 30,5+1,5,
P=0,360), Mac (doadores: 33,9+1,5, receptores: 34,8+0,9, P=0,888). No
experimento 2, também, ndo houve diferenca de peso nos tratamentos EC
(doadores: 33,9+3,4, receptores: 33,7+1,27, teste t, P=0,942), Mac (doadores:
33,9+1,55, receptor: 33,9+0,91, P=0,963), Venc (doadores: 33,8+0,95, receptor:
33,7+0,47, P=0,697), Perd (doadores: 34,4+0,89, receptor: 34,2+0,49, P=0,451) e,
Isol (doadores: 34,9+1,46, receptor: 34,2+0,84, P=0,832).

Os peixes doadores de todos os tratamentos, em ambos 0s experimentos,
foram previamente isolados por trés dias em aquarios de 10 L para evitar o efeito
de interacdes sociais prévias. Apos esse periodo, coletamos agua dos aquarios
de isolamento, que consistiu no odor basal de cada doador (sem contexto social —
odor basal). Essa agua foi inserida no aquério experimental, somente no
Experimento 2, antes de colocar o peixe para o teste, para aclimatar o peixe ao
odor do doador antes das adi¢cbes experimentais, uma vez que ja havia uma
informacéo visual (espelho).

Apbs o isolamento de trés dias, os peixes doadores dos tratamentos
Machucado e Extratos foram mantidos por 30 minutos em aquarios individuais.
Esse tempo de 30 minutos se refere ao tempo de 13min (Serra, 2014), em média,
para definicdo de um embate em matrinxa (quando um dos peixes para de revidar
0s ataques, apenas fugindo do oponente que venceu o confronto agressivo —
Serra et al., 2015) mais 13 minutos, em média, apds a definicdo. Para considerar
as variacdes o0s peixes permaneceram nos aquarios por 30 minutos. Passado
esse tempo, 0s peixes eram transferidos para baldes contendo agua e gelo, por 5
minutos, para anestesia. O gelo substituiu 0s anestésicos para prevenir a
interferéncia de outros odores quimicos e para que 0S peixes permanecessem
vivos, pois substéncias como cadaverina e putrescina sao liberadas com a morte
dos peixes, sinalizando morte para os outros animais (Hussain et al.,, 2013) e
prejudicando os tipos de sinalizacdo alvo deste trabalho. Ap6s a anestesia em

gelo, cada peixe doador do tratamento Machucado foi transferido individualmente
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para um aquario contendo 10 L de agua, onde foram realizados os procedimentos
para a simulagdo de animal machucado, e os peixes doadores dos tratamentos
Extratos tiveram a pele removida.

Os procedimentos para obtencao dos extratos de pele foram realizados de
acordo com Ide et al. (2003). Resumidamente 13,5 cm? de pele foi removido, em
ambos os lados, dos doadores e homogeneizado em 100mL de &gua destilada. O
homogenado foi filtrado e foi adicionado agua destilada para um volume final de
200 mL. Para mantermos a mesma concentracao utilizada por Ide et al. (2003),
mantivemos a adicdo em 5,5 pL de extrato por litro de agua em cada aquario no
tratamento EC, metade dessa concentracdo no tratamento E- e o dobro no
tratamento E+. Esses volumes de extratos de cada tratamento foi diluido nos 5
mL de agua armazenado nas seringas para posterior utilizacao.

No caso do tratamento Machucado, apdés os 30 minutos no aquario e
anestesia em balde contendo gelo, os peixes doadores foram transferidos para o
aquario coletor de odor, de 10 L de agua. No aquéario coletor o peixe teve a pele
“mordiscada” 190 vezes (numero médio de mordidas desde o inicio do confronto
agressivo até 13 minutos apos a definicdo do confronto agressivo na espécie) por
pinca do mesmo tamanho da boca do peixe para reproduzir os ferimentos
causados em um confronto agressivo real. Apos esse procedimento, 0S peixes
foram imediatamente eutanasiados, por overdose de benzocaina (100 mg/L).

Para os tratamentos Venc e Perd, dois peixes de seus aquarios de
isolamento foram transferidos para um aquario (30x30x40 cm) onde a interacao
agressiva foi observada. Treze minutos ap0s a definicdo do vencedor e do
perdedor (quando um dos peixes parou de revidar os ataques, apenas fugindo do
oponente que venceu do confronto agressivo — Serra, 2014), os peixes foram
rapidamente colocados sob agua corrente para remover o odor um do outro e
separados em aquarios menores (10 L) por trés horas, para posterior coleta de
agua com o odor dos tratamentos vencedor e perdedor. A analise do
comportamento dos doadores vencedores e perdedores, seguiu etograma
descrito previamente para matrinxa (Serra et al., 2017):

- Mordidas: mordidas efetivas em qualquer parte do corpo do oponente;

- Perseguicdo: explosdo de movimento (deslocamento rapido) do
perseguidor na direcdo do oponente, que por sua vez foge do agressor,

deslocando-se ao menos um quadrante do padrdo desenhado no fundo do
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aquario. Se quem inicia 0 movimento é o oponente (fugindo antes do perseguidor
se deslocar) ou mesmo se o oponente nao fugir do agressor, ndo se considera
perseguicao;

- Coliséo: colisdo com o oponente, causada por deslocamento em sua
direcéo, ou desvio da rota na dire¢cdo do corpo do oponente;

- Ameacas: abertura do opérculo e boca, seguido de ondulac¢des do corpo,
na direcdo do oponente.

A diferenca no comportamento dos peixes receptores de cada doador
dentro de cada tratamento foi avaliada por One-way Anova para os dados
paramétricos e Kruskal-Wallis para os ndo paramétricos. O numero de mordidas
dos peixes doadores vencedores foi maior do que nos peixes doadores
perdedores (vencedores: 74+12,60, perdedor: 6,07+1,52, P<0,001).

No Tratamento Isolado, os peixes foram transferidos individualmente para
um aquério igual aquele onde ocorreu a interacdo agressiva dos vencedores e
perdedores, para manter a mesma condicdo, e apds 30 minutos (mesmo periodo
em média do tratamento vencedor e perdedor) os peixes foram transferidos
individualmente para os aquéarios menores (10 L) para coleta do odor, também por
trés horas.

Em todos os tratamentos acima descritos coletamos aliquotas de 5 mL da
agua do aquario com odor, em seringas de plastico, que foram seladas e
congeladas (-20 °C) para uso posterior. Aliqguotas de 5 mL de agua pura, da
mesma fonte da agua usada na coleta dos outros odores, foram congeladas da
mesma forma. Os aquarios utilizados na coleta de odor e para isolamento dos
peixes possuiam aeracdo e temperatura constantes. Os aquarios eram lavados
antes de cada uso com uma solucdo aquosa contendo 2,5% de hipoclorito de
sédio (NaClO), para evitar a interferéncia de odores provenientes de sua
utilizac@o prévia, e durante todo o procedimento utilizamos luvas de latex para

evitar contaminacdo com odores humanos.

2.6. Andlises fisioldgicas daresposta de estresse

Em ambos o0s experimentos, o sangue coletado apl6s o0s testes
comportamentais foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos para obtenc¢éo do

plasma, para determinacdo dos niveis de glicose por método enzimatico (Kit
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Labtest Glicose PAP Liquiform, Ref. 133) e dos niveis de cortisol pelo método
ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent Assay (DRG International, Inc., USA,;
Cortisol ELISA, EIA 1887).

2.7. Andlise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade e homecedasticidade.
Como os dados ndo eram parameétricos, em ambos 0s experimentos, mesmo
apos transformacdes e retirada de outliers, para avaliar o efeito dos tratamentos
no comportamento do animal e comparar a atividade do animal com as adicdes,
analisamos cada tratamento ao longo do tempo (antes das adi¢cdes, e apOs as
adicoes 1, 2 e 3) separadamente por one-way Anova para medidas repetidas
guando os dados eram normais e homocedasticos, e Kruskal-Wallis quando os
dados ndo cumpriam essas premissas; em ambos o pés-teste utilizado foi Tukey.
Adicionalmente, comparamos 0s comportamentos de cada tratamento em cada
tempo de adi¢do (antes e ap0s as adicbes 1, 2 e 3). Nesse caso, utilizamos One-
way Anova com teste de Tukey como pos teste. Os indicadores de estresse,
cortisol e glicose sanguineos, foram comparados entre os cincos tratamentos, em
ambos os experimentos, por One-way Anova e, como poés-teste foi utilizado teste
de Tukey. As frequéncias de ocorréncia da resposta bifasica foram comparadas
pelo teste de proporcdo de Goodman. Em todas as andlises, o nivel de
significancia estabelecido foi de 5%.

3. Nota ética

Este estudo foi conduzido de acordo com os preceitos do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias - Universidade Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal, Sdo Paulo,
Brasil, protocolo (7.725/2016).

4. Resultados

4.1. Resultados Experimento 1
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4.1.1. Tempo de locomogédo ao longo das adicdes dos odores em cada

tratamento

O tempo de locomogdo modificou-se ao longo do tempo nos tratamentos
AP (F=4,736, P=0,007, Figura 1a), EC (F=99,974, P<0,001, Figura 1b), E-
(F=36,900, P<0,001, Figura 1c), E+ (F=52,103, P<0,001, Figura 1d) e Mac
(F=11,320, P<0,001, Figura 1e). Os peixes do tratamento AP reduziram o tempo
de locomocéao apés a adigdo 3 (P=0,004, Figura 1a), em relacéo ao periodo basal,
nos 390 segundos de observacdo. Também houve reducdo no tempo de
locomocdo apos as adicbes 1, 2 e 3, em relacdo ao periodo basal, nos
tratamentos EC (P<0,001, Figura 1b), E- (P<0,001, Figura 1c) e E+ (P<0,001,
Figura 1d). Ja no tratamento Mac a reducdo do tempo de locomocéo foi apos as
adicbes 2 e 3 (P<0,001, Figura 1le) em relacdo ao periodo basal. Ainda no
tratamento Mac, houve reducdo do tempo de locomocgdo apds a adicdo 3

(P<0,001), em relacao a adicéo 1.

4.1.2. Nimero de cruzamentos nos quadrantes ao longo das adicdes dos

odores em cada tratamento

O numero de cruzamentos modificou-se ao longo do tempo nos
tratamentos AP (F=2,775, P=0,057, Figura 2a), EC (F=31,649, P<0,001, Figura
2b), E- (F=32,059, P<0,001, Figura 2c), E+ (F=56,586, P<0,001, Figura 2d) e Mac
(F=13,623, P<0,001, Figura 2e). Houve reducdo no numero de cruzamentos apos
as adicbes 1, 2 e 3, em relacédo ao periodo basal, nos tratamentos EC (P<0,001,
Figura 2b), E- (P<0,001, Figura 2c), E+ (P<0,001, Figura 2d). No tratamento Mac
houve também redu¢&o no numero de cruzamentos nas adi¢des 1 (P=0,012), 2 e
3 (P<0,001, Figura 2e).
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Figura 1. Tempo em segundos (média + E.P) que o peixe se locomoveu no tempo
basal (pré-adicdes) e apos as adi¢cdes de odor 1 (aos 13 min), 2 (aos 26 min) e 3
(aos 39 min). Os comportamentos foram analisados nos ultimos 390 segundos
antes da primeira adicdo e nos 390 segundos imediatamente ap6s cada adicéo.
One-way Anova para medidas repetidas. O teste de Tukey foi utilizado como pés
teste. Letras diferentes mostram diferencas entre as adi¢cdes (P<0,001). AP =
agua pura; EC = extrato controle; E- = extrato negativo; E+ = extrato positivo; Mac

= machucado.
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Figura 2. Numero de vezes (média + E.P) que o0s peixes cruzaram 0s quadrantes
do aquario no tempo basal e apés as trés adi¢cdes (1 aos 13 min), (2 aos 26 min) e
(3 aos 39 min). O comportamento foi analisado nos 390 segundos antes da
primeira adicdo e nos 390 segundos imediatamente apds cada adicdo. One-way
Anova para medidas repetidas e teste de Tukey. Letras diferentes indicam
diferenca entre as adi¢des (P<0,001). AP = 4gua pura; EC = extrato controle; E- =

extrato negativo; E+ = extrato positivo; Mac = machucado.

4.1.3. Frequéncia de resposta bifasica
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A frequéncia de resposta bifasica foi significativa quando comparados os
tratamentos AP e EC (Teste de Goodman, Gealculado=3,464, Tabela 1) e, também
guando comparados os tratamentos EC e E- (Teste de Goodman, Gcalculado=3,464,
Tabela 1).

Tratamentos Gealculado | Diferenca estatistica
AP x EC 3,464 Sim
AP x E+ 2,000 N&o
AP x E- 0 Nao

AP x Mac 1,549 N&o
EC x E+ 1,309 Nao
EC x E- 3,464 Sim

EC x Mac 1,851 N&o
E+ x E- 2,000 Nao

E+ x Mac 0,505 N&o
E- x Mac 1,549 Nao

Geritico=2,81

Tabela 1: Frequéncia de resposta bifasica entre os tratamentos AP, EC, E-,
E+ e Mac. Teste de Goodman. AP = agua pura; EC = extrato controle; E- =

extrato negativo; E+ = extrato positivo; Mac = machucado.

4.1.4. Comparagdao entre tratamentos no periodo basal e nas adi¢gdes 1, 2 e 3.

4.1.4.1. Periodo basal

Os peixes dos tratamentos AP, EC, E-, E+ e Mac ndo apresentaram
diferencas estatisticas no tempo de locomocéo (H=8,986, P=0,061, Tabela 2) e no
namero de cruzamentos nos aquarios (F= 0,519; P=0,722, Tabela 2) no periodo

basal.

4.1.4.2. Adicbes 1, 2 e 3 dos diferentes odores

Na adicdo 1, foram encontradas diferencas significativas, entre o0s
tratamentos, no tempo de locomocéo (F=5,583; P<0,001, Tabela 2) e, também, no
namero de cruzamentos (F=5,444; P<0,001, Tabela 2). O tempo de locomogéo e
0 numero de cruzamentos reduziu nos tratamentos EC, E- e E+ (P<0,001), em

relacdo ao tratamento AP.
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Na adicdao 2, foram encontradas diferengas significativas, entre o0s
tratamentos, no tempo de locomocéo (F=15,992, P < 0,001, Tabela 2) e, também,
no namero de cruzamentos (H=22,267, P < 0,001, Tabela 2). O tempo de
locomocédo reduziu nos tratamentos EC, E-, E+ e Mac (P<0,001), em relacdo ao
tratamento AP. J& no numero de cruzamentos na adicdo 2 a reducgdo foi nos
tratamentos EC, E- e E+ (P<0,001), em relacdo ao tratamento AP.

Na adicdo 3, foram encontradas diferencas significativas, entre o0s
tratamentos, no tempo de locomocéo (F=5,583; P<0,001, Tabela 2) e, também, no
namero de cruzamentos (F=5,444; P<0,001, Tabela 2). O tempo de locomoc¢éo e
0 numero de cruzamentos reduziu nos tratamentos EC, E- e E+ (P<0,001), em

relacdo ao tratamento AP.

s Tratamentos
Adicdes Comportamento AP EC E- E+ Mac
Basal Tempo locomogéo (s) 2000+220 3341+158 2504+345 2703+308 321,1+197
N° de cruzamentos 1227+213 1581+122 1267 +187 1372+233 147T6+238
Adicio 1 Tempo locomogéo (s) 2119+336a 628+213b 741+233b 442+211b 1454+ 408 ab
N° de cruzamentos 993+294a 190+45b 251+83b 148+63b 459+ 13,8 ab
Adigéo 2 Tempo locomocgéo (s) 2388+388a 282+97b 140+x71b 61+33b 705+296b
N° de cruzamentos 1156+287 a 94+33hb 86+51b 25+13b 236+90ab
Adico 3 Tempo locomogéo (s) 1506+300a 336x169b 52+45b 237+83b 76+371ab
N°¢ de cruzamentos 580+182a 95+51b 156+14b 09+06b 230+116ab

Tabela 2. Tempo de locomogédo e numero de cruzamentos (media £ E.P) nos
tratamentos dentro de cada adicdo. Os comportamentos foram analisados nos
altimos 390 segundos antes da primeira adico e nos 390 segundos
imediatamente apds cada adicdo. One-way Anova (Locomocgdo: adigdo 1, 2;
Cruzamentos: basal e adicdo 1). Nesse caso, letras diferentes indicam diferenca
Kruskal-Wallis

(Locomocdo: basal e adicdo 3; Cruzamentos: adicdo 2 e 3). Nesse caso, letras

entre o0s tratamentos dentro de cada adicdo (P<0,001).
diferentes indicam diferenca entre os tratamentos dentro de cada adicdo
(P<0,001). Em ambos os casos, o teste de Tukey foi pés teste utilizado. AP =
agua pura; EC = extrato controle; E- = extrato negativo; E+ = extrato positivo; Mac

= machucado.

4.1.5. Parametros fisiologicos de estresse — cortisol e glicose

N&o observamos diferencas significativas nos niveis de cortisol plasmatico
entre os peixes dos tratamentos AC, EC, E+, E- e Mac (F=2,461, P=0,037, Figura

3a). Do mesmo modo, ndo observamos diferencas significativas nos niveis de
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glicose plasmatica entre os peixes dos tratamentos Agua, EC, E-, E+ e Mac (F=
0,658, P= 0,624, Figura 3b).
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Figura 3. Concentracdes plasmaticas (média + EP) de cortisol (A) e glicose (B) de
peixes dos tratamentos AP, EC, E-, E+ e Mac. One-way Anova (P=0,037 e
P=0,624, respectivamente). AP = agua pura; EC = extrato controle; E- = extrato

negativo; E+ = extrato positivo; Mac = machucado.

4.2. Resultados Experimento 2
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4.2.1. Numero de mordidas ao longo das adi¢cdes dos odores em cada

tfratamento

N&do houve diferenca no nimero de mordidas ao longo do tempo nos
tratamentos AP (Chi-square=2,809, P=0,422, Figura 4a), Venc (Chi-square=3,750,
P=0,290, Figura 4d), Perd (F=1,195, P=0,320, Figura 4e) e Isol (Chi-
square=8,713, P=0,033, Figura 4f).

O numero de mordidas modificou-se ao longo do tempo nos tratamentos
EC (F=16,832; P<0,001, Figura 4b) e Mac (F=4,125, P=0,010, Figura 4c). No
tratamento EC, houve redug¢do no niumero de mordidas apés as adigbes 1, 2 e 3
(P<0,001), em relacéo ao periodo basal, nos 390 segundos de observacéo. Ja no
tratamento Mac, o nimero de mordidas aumentou apés a adicdo 3, em relacdo ao
periodo basal (P=0,007) e em relacdo a adicéo 1 (P=0,002), nos 390 segundos de

observacéo.

4.2.2. Numero de demonstracdes ao longo das adicbes dos odores em cada

tfratamento

O numero de demonstracbes modificou-se ao longo do tempo nos
tratamentos AP (H=18,701, P<0,001, Tabela 3), EC (F=31,254, P<0,001, Tabela
3), Mac (F=4,185, P=0,009, Tabela 3), Venc (F=8,271, P<0,001, Tabela 3), Perd
(F=12,440, P<0,001, Tabela 2) e Isol (F=6,957, P<0,001, Tabela 3).

Houve reducdo no numero demonstracbes apos as adicbes 2 e 3, em
relacdo ao periodo basal, nos tratamentos AP (P<0,05, Tabela 3), Venc e Isol
(P<0,001, Tabela 3). Ainda, no tratamento Isol, houve reducdo do numero de
demonstracdes apds as adi¢des 2 e 3, em relacdo a adicdo 1 (P<0,001, Tabela
3), ambos nos 390 segundos de observacdo. No entanto, no tratamento EC e
Perd, houve reducdo no numero de demonstracfes apds as adicdes 1, 2 e 3
(P<0,001, Tabela 3), em relacdo ao periodo basal, nos 390 segundos de
observacdo. No tratamento Perd, também houve reducdo do numero de
demonstracdes apés a adicdo 3, em relacdo a adicdo 1 (P<0,001, Tabela 3). Ja
no tratamento Mac, houve redug¢do no nimero de demonstracdes apoés a adi¢éo 3

(P<0,001), em relacdo ao periodo basal, nos 390 segundos de observacgéao.
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4.2.3. Niumero de investidas ao longo das adicdes dos odores em cada
tratamento

N&o foram encontradas diferencas significativas no niumero de investidas
nos tratamentos AP (Chi-square=6,636, P=0,084, Tabela 3), EC (Chi-
square=8,829, P=0,032, Tabela 3), Mac (Chi-square=14,094, P=0,003, Tabela 3),
Venc (Chi-square=3,667, P=0,300, Tabela 3), Perd (Chi-square=10,790, P=0,013,
Tabela 3) e Isol (Chi-square=5,857, P=0,119, Tabela 3) antes e ap0s as adicdes

dos odores.
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Figura 4. Numero de mordidas (média £ E.P) antes das adi¢des (basal) e apés as
adigbes 1 (aos 13 min), 2 (aos 26 min) e 3 (aos 39 min). Os comportamentos
foram analisados nos ultimos 390 segundos antes da primeira adicdo e nos 390
segundos imediatamente apds cada adicdo. One-way Anova para medidas
repetidas (tratamento extrato e machucado); Kruskal-Wallis (tratamento agua,

vencedor, perdedor e isolado). Letras diferentes mostram diferencas entre as
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adicbes (P<0,001). AP = &gua pura; EC = extrato controle; Mac = machucado;
Venc = vencedor; Perd = perdedor; Isol = isolado.

Comportamento Adigbes a cada treze minutos
analisado Tratamentos Basal Apos adicho 1 | Apobs adicdo 2 | Ap6s adigio 3
AP 301z48a 237+51ab 204+50b 153+46b
EC 275:50a 102:27b 40:16¢ 28+10¢
Numero de Mac 286+53a 129+32ab 176+52ab 154+51b
demonstragoes Venc 216+54a M1+27ab 10,3+36b 104+31b
Perd 720x358a 157+42Db 13.6 * 4.7 bc 118+62¢
Isol 270x59a 231t54ab 171+53¢ 15042 ¢
AP 18+15 02+02 0 0
EC 07+05 06+06 0.04 * 0,04 0
Nuamero de Mac 0,4+0,1 01+01 0 0
investidas Venc 0,1+0,1 0,04 +0,04 0 0
Perd 17208 01+0,1 0.1+0.1 02072
Isol 0303 0101 0 0

Tabela 3. Numero (média * E.P) de demonstracdes e investidas no tempo basal e
apos as adi¢cbes 1 (aos 13 min), 2 (aos 26 min) e 3 (aos 39 min). Os
comportamentos foram analisados nos ultimos 390 segundos antes da primeira
adicdo e nos 390 segundos imediatamente apds cada adicdo. One-way Anova
para medidas repetidas (numero de demonstracdes: tratamento EC, Mac, Venc,
Perd e Isol); Kruskal-Wallis (nUmero de demonstracdes: tratamento AP; namero
de investidas: todos os tratamentos). Letras diferentes mostram diferencas entre
as adicdes (P<0,001). AP = agua pura; EC = extrato controle; Mac = machucado;

Venc = vencedor; Perd = perdedor; Isol = isolado.

4.2.4. Tempo de locomocgédo ao longo das adicdes dos odores em cada

tratamento

N&o foram encontradas diferencas significativas no tempo de locomocéo
nos tratamentos AP (Chi-square=1,811, P=0,613, Tabela 4), Mac (Chi-
square=0,107, P=0,991), Venc (Chi-square=3,866, P=0,276), Perd (Chi-
square=6,898, P=0,075) e lIsol (Chi-square=2,238, P=0,525) antes e ap0s as
adicoes dos odores.

No tratamento EC, o tempo de locomocdo do animal reduziu ao longo
tempo (F=14,567, P<0,001, Tabela 4). Houve reducdo no tempo de locomogao
apos as adi¢des 1, 2 e 3 (P<0,001), em relacdo ao periodo basal, nos 390

segundos de observacao.
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4.2.5. Tempo que o peixe permaneceu longe do espelho ao longo das
adicdes dos odores em cada tratamento

N&o foram encontradas diferencas significativas no tempo que o peixe
permaneceu longe dos espelho nos tratamentos Venc (F=1,563, P=0,208, Tabela
4), Perd (Chi-square= 13,518, P=0,031, Tabela 4) e Isol (Chi-square= 5,058, P =
0,168, Tabela 4).

O tempo que o peixe permaneceu longe do espelho modificou-se ao longo
do tempo nos tratamentos AP (Chi-square=20,650, P<0,05, Tabela 4), EC
(F=5,565; P=0,002, Tabela 4) e Mac (F=5,154, P=0,003, Tabela 4). Houve
reducdo no tempo que o peixe permaneceu longe do espelho apds as adicdes 2 e
3, nos tratamentos AP e Mac (P<0,05). J4& no tratamento EC, houve reducédo do
tempo que o peixe permaneceu longe do espelho ap6s a adicdo 1, em relagédo a
adicdo basal (P=0,001) e, também, reducéo apds a adicdo 3, em relacdo a adicédo

1 (P<0,001), ambos nos 390 segundos de observacao.

Comportamento

Adigdes a cada treze minutos

analisado Tratamentos Basal Apos adigdo 1 Apos adigdo 2 Apos adigéo 3
AP 3306247 316,7 + 25 1 302,68 329 3604 18.7
EC 3695+108a 2324357 b 2100:347b | 1769+388b
Tempo (s) de Mac 3213%239 3075270 309,4 * 26 5 3078275
locomogiio Venc 3117305 2848 + 32 1 287,4+ 3138 2712+314
Perd 3195225 307,0£19,8 324,0 206 3428+ 20,6
Isol 317,56 £ 25,0 3205+204 351,0* 143 339,6 = 17,2
AP 75+t16a 32+10ab 16+00b 20+17b
EC 33+t17a 88+27b 47+21ab 40+33a
ITe“‘p°d{5} Mac 12+35a 80+33ab 17+11b 08%04b
gg‘gﬁh: Venc 11062 226+ 184 53+33 16+07
pe Perd 86+35 86+7.2 15+13 192 + 185
Isol 88+60 181+ 14.4 87+338 41%39

Tabela 4. Tempo (segundos; média = E.P) de locomocado e tempo que o0 peixe
permaneceu longe do espelho no tempo basal e apds as adi¢bes 1 (aos 13 min),
2 (aos 26 min) e 3 (aos 39 min). Os comportamentos foram analisados nos
altimos 390 segundos antes da primeira adicdo e nos 390 segundos
imediatamente apés cada adicdo. One-way Anova para medidas repetidas
(tempo longe do espelho: tratamento EC, Mac e Perd; tempo locomocédo: EC,
Venc e Perd); Kruskal-Wallis (tempo longe do espelho: tratamento AP, Perd e Isal;
tempo locomocéo: AP, Mac e Isol); em ambos o0s casos, o teste de Tukey foi
utilizado como poés teste. Letras diferentes mostram diferencas entre as adigées
(P<0,001). AP = 4gua pura; EC = extrato controle; Mac = machucado; Venc =

vencedor; Perd = perdedor; Isol = isolado.
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4.2.6. Frequéncia de resposta bifasica

Ndo houve resposta bifasica em nenhum dos tratamentos neste

experimento.

4.2.7. Comparacéao entre os tratamentos no periodo basal e nas adi¢fes 1, 2
e3

4.2.7.1. Periodo basal

Os peixes dos tratamentos AP, EC, Mac, Venc, Perd e Isol nao
apresentaram diferenca estatistica no nimero de mordidas (H=0,486, P=0,029,
Tabela 5), investidas (H=8,999, P=0,109, Tabela 5) e demonstracbes (F=0,383,
P=0,860, Tabela 5) no periodo basal.

Os peixes dos tratamentos AP, EC, Mac, Venc, Perd e Isol nao
apresentaram diferenca estatistica no tempo que o animal permaneceu longe do
espelho (H=10,180, P=0,070, Tabela 6) e no tempo de locomocao (H=3,866,
P=0,569, Tabela 6) na adi¢cdo basal.

4.2.7.2. Adigdes 1, 2 e 3 dos diferentes odores

Na adicao 1, ndo foram encontradas diferencas significativas no nimero de
demonstracdes (F=1,853, P=0,108, Tabela 5) e investidas (H=2,375, P=0,795,
Tabela 5) e, também, no tempo de locomocéo (H=5,052, P=0,410, Tabela 6) e no
tempo que o peixe permaneceu longe do espelho (H=8,883, P=0,114, Tabela 6).
Na adicao 1, foram encontradas diferencas significativas, entre os tratamentos, no
numero de mordidas (F=2,588, P=0,029, Tabela 5), que diminuiu no tratamento
EC, em relagéo aos tratamentos AP, Mac, Venc, Perd e Isol (P<0,001).

Na adicao 2, ndo foram encontradas diferencas significativas no nimero de
demonstracdes (H=12,097, P=0,033, Tabela 5) e investidas (H=7,114, P=0,212,
Tabela 5) e, também, no tempo de que o peixe permaneceu longe do espelho
(H=6,802, P=0,236, Tabela 6). Foram encontradas diferencas significativas, entre

os tratamentos, no numero de mordidas (F=5,798, P<0,001, Tabela 5) e
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demonstracdes (H=12,097, P=0,033, Tabela 5), e, também no tempo de
locomocgédo (H=16,968, P=0,005, Tabela 6). O numero de mordidas reduziu no
tratamento EC, em relacéo aos tratamentos AP, Mac, Venc, Perd e Isol (P<0,001).
Ja no numero de demonstracbes a reducdo ocorreu no tratamento EC, em
relacdo ao tratamento AP (P<0,05). Ainda na adicdo 2, foram encontradas
diferencas significativas, entre os tratamentos, no tempo de locomoc¢ao dos peixes
(H=16,968, P=0,005, Tabela 6), que diminuiu no tratamento EC, em relacdo aos
tratamentos AP e Isol (P<0,05).

Na adi¢édo 3, ndo foram encontradas diferengas significativas no numero de
demonstracdes (H=11,015, P=0,051, Tabela 5) e investidas (H=5,0, P=0,416,
Tabela 5) e, também, no tempo de que o peixe permaneceu longe do espelho
(H=1,664, P=0,893, Tabela 6). Foram encontradas diferencas significativas, entre
os tratamentos, no numero de mordidas (F=4,718, P<0,001, Tabela 5) e no tempo
de locomocao dos peixes (H=21,634, P<0,001, Tabela 6). O nimero de mordidas
reduziu no tratamento EC (P<0,001), em relacédo aos tratamentos AP, Mac, Venc,
Perd e Isol e, o tempo de locomocado reduziu no tratamento EC (P<0,05), em

relacéo aos tratamentos AP, Perd e Isol (P<0,05).

AdigBes Cumpur!amento Tratamentos
(quantidade) AP EC Mac Venc Perd Isol
Mordidas 72478 96,7 +105 869+118 944141 91,1+136 856+152
Basal Investidas 18+15 07+05 04+01 01+01 17208 0303
Demonstragbes 301+48 275+50 286+53 216+54 229+38 270259
Mordidas 6289+87a 423+80b 823+142a §09+133a 982+98a 799+130a
Adigdo 1 Investidas 02+02 06+086 0,1+0,1 004004 0,1+01 01+01
Demonstragbes 23751 10227 129+32 111227 157+42 231254
Mordidas 776+98a 371+105b 1069+150a 879+132a 1089+131a 1178+204a
Adigdo 2 Investidas 0 0,04 +004 0 0 0,101 0
Demonstragbes 204+50a 40£16b 176+52ab 103+36ab 13,6 +4,7 ab 17 1+53ab
Mordidas 855+90a 489+142b 1222+143a 982+135a 1144+175a 1105+19,8a
Adigdo 3 Investidas 0 0 0 0 0,202 ]
Demonstragbes 15,3456 28+19 15,4+51 10,4 +31 118+62 150+472

Tabela 5. Niamero (média + E.P) de mordidas, investidas e demonstracfes nos
tratamentos, dentro de cada adicdo de odores. Os comportamentos foram
analisados nos ultimos 390 segundos antes da primeira adicdo e nos 390
segundos imediatamente apos cada adicdo. One-way Anova (Mordidas: adicao 1,
2 e 3; Demonstracdo: basal e adicdo 1; Nesse caso, letras diferentes mostram
diferencas entre os tratamentos dentro de cada adicdo (P<0,001). Kruskal-Wallis
(Mordidas: basal; Demonstragéo: adicao 2 e 3; Investida: todos os tratamentos).
Nesse caso, letras diferentes mostram diferencas entre os tratamentos dentro de

cada adicao (P<0,001). Em ambos os casos, o teste de Tukey foi utilizado como
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pos teste. AP = agua pura; EC = extrato controle; Mac = machucado; Venc =
vencedor; Perd = perdedor; Isol = isolado.

_— Comportamento Tratamentos
Adigbes tepmpo (s) AP EC Mac Venc Perd Isol
Basal Locomogéo 3306+242 3695+108 3213+239 3172305 3195+225 3175250
Longe do espelho 75+16 33£17 11,2+£35 11,962 86+35 88+69
Adigéio 1 Locomogdo 316,/ +251 2324+352 3075270 26848+ 321 3070+198 3205+204
Longe do espelho 3210 88+27 30+33 226+184 86+72 181+144
Adicéio 2 Locomogao 3028+320a | 2100+347b | 3094+265ab | 2874+318ab | 3240+*206ab | 3510+ 14,3a
Longe do espelho 1,609 4721 1,711 53+33 15+13 87+38
Adicdo 3 Locomogao 3604+187a | 1769+380b | 30/8+2/5ab | 2/12+314ab | 3428+206a | 3396=*1/,3a
Longe do espelho 29+17 49+33 08+04 16+0.7 19.2+185 41+39

Tabela 6. Tempo (segundos; média = E.P) que o peixe locomoveu e permaneceu
longe do espelho nos tratamentos, dentro de cada adicdo. Os comportamentos
foram analisados nos ultimos 390 segundos antes da primeira adicdo e nos 390
segundos imediatamente apo0s cada adi¢cdo Kruskal-Wallis (Locomocéo e longe
do espelho: basal, adicédo 1, 2 e 3). O teste de Tukey foi utilizado como pos teste.
Letras diferentes mostram diferengas entre os tratamentos dentro de cada adigéo
(P<0,05). AP = 4gua pura; EC = extrato controle; Mac = machucado; Venc =

vencedor; Perd = perdedor; Isol = isolado.

4.2.8. Parametros fisioldgicos de estresse — cortisol e glicose

N&o observamos diferencas significativas nos niveis de cortisol plasmatico
entre 0s peixes dos tratamentos AP, EC, Mac, Venc, Perd e Isol (H=8,079,
P=0,152, Figura 5a). Do mesmo modo, ndo observamos diferengas significativas
nos niveis de glicose plasmatica entre os peixes dos tratamentos AP, EC, Mac,
Venc, Perd e Isol (F= 1,370, P= 0,241, Figura 5b).
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Figura 5. Concentracdes plasmaticas (média £ EP) de cortisol (A) e glicose (B) de
peixes dos tratamentos AP, EC, Mac, Venc, Perd e Isol. One-way Anova (P=0,037
e P=0,624, respectivamente). AP = agua pura; EC = extrato controle; Mac =
machucado; Venc = vencedor; Perd = perdedor e Isol = isolado.

5. DISCUSSAO

Observamos que o estimulo (odor) proveniente de um animal com
machucados, que atingiram camadas mais superficiais da pele, foi suficiente para
induzir resposta comportamental de alarme em matrinxas isolados, da mesma
forma que o estimulo proveniente do extrato de pele nas diferentes diluices
utilizadas. No entanto, embora o odor de peixe machucado provoque resposta de
alarme em matrinxas isolados, o mesmo aumenta a agressividade dos peixes no

contexto agressivo. O odor de coespecificos em outras condi¢cdes (isolado,
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vencedor, perdedor) e a exposicdo a agua pura ndo promoveram aumento da
agressividade ao longo do tempo, e o tratamento EC reduziu a agressividade, o
que indica que o extrato de pele € um estimulo mais intenso que mesmo em
contexto agressivo ainda provoca resposta de alarme. Além disso, nenhum dos
estimulos, em ambos o0s estudos, provocou respostas de estresse nos peixes.
Essa resposta pode ser atribuida a caracteristica da resposta de alarme (redugéo
de locomocéo, ou até mesmo permanecendo parado) ndo requerer um grande
aporte energético e, por isso, ndao termos observado aumento dos niveis de
cortisol e glicose. No entanto, também € viavel pensar que essa pode ser uma
caracteristica da espécie, uma maior resisténcia ao estresse.

Um aspecto a ser considerado é o fato de analisarmos os resultados
observados nos 390 segundos antes da primeira adicdo de odores no aquario e
nos 390 segundos apods cada adicdo, quando o tempo de observacgédo foi de treze
minutos para cada adicdo. Em ambos os experimentos, apesar dos resultados
apresentarem perfil semelhante em ambos os periodos de tempos, em seis e
treze minutos (resultados do tempo total de 13 min se encontram em tabela no
ANEXO 1, 2 e 3), o comportamento dos peixes se diluiu com tempo. Por se tratar
de um longo periodo de observacgao, o tempo, por si, ja poderia reduzir a atividade
de locomocédo dos peixes, interferindo na resposta aos odores. Desse modo,
utilizando a analise com 390 segundos apo6s as adicdes, obtivemos respostas
mais consistentes, com a reacao imediata a exposicdo dos peixes aos odores.

Outro aspecto a ser considerado € se a utilizagdo de animais isolados
como no Experimento 1 poderia afetar a resposta comportamental. Rehnberg e
Smith (1988) testaram substancia de alarme em peixes zebra, Brachydanio rerio,
isolados e agrupados, e em ambas condicdbes observaram respostas
comportamentais semelhantes. Levamos em consideracdo, ainda, que outros
tipos de comunicacdo, como por exemplo a visual, poderia afetar as respostas.
Sabe-se que a comunicacao visual é tdo eficiente que algumas fémeas podem
desovar comunicando-se apenas visualmente com machos, na auséncia de sinais
guimicos (Castro et al., 2009). Assim, optamos por usar animais isolados para
limitar as respostas ao efeito dos tratamentos, ou seja, apenas comunicacao
quimica.

No Experimento 2, utilizamos o espelho no lugar de um oponente real; essa

escolha ocorreu para evitar que outro tipo de comunicacao pudesse influenciar na
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resposta referente & comunicacdo quimica. Além disso, o espelho tem sido
amplamente utilizado em estudos com interagbes agressivas em peixes (eg.
Holtby et al., 1993; Johnson et al., 2003; Gongalves-de-Freitas et al., 2006; Ros et
al., 2006). Sabe-se que os peixes ndo reconhecem sua imagem no espelho e
brigam com ela como se fosse um oponente (eg. Ruzzante, 1992; Dejardin &
Fernald, 2010; Reddon et al., 2012). Mais ainda, uma das vantagens do uso do
espelho é o controle do “oponente virtual” e, dessa forma, o resultado é atribuido
apenas ao comportamento do individuo focal (Baenninger, 1968).

No tempo basal, em ambos os experimentos, ndo houve diferenca entre os
tratamentos, 0 que sugere que as condicbes comportamentais antes da adicéo
dos diferentes odores eram as mesmas. Assim, as alteracbes comportamentais
observadas apds as adicbes dos odores podem ser atribuidas de fato ao
tratamento.

O extrato de pele, em todas as concentracdes (EC, E- e E+), provocou
respostas comportamentais de alarme, como redu¢éo no niamero de cruzamentos
no aquario e reducao do tempo de locomocdao, ao longo da exposicéo (adicdes 1,
2 e 3). No experimento 2, as respostas comportamentais de alarme para o
tratamento EC foram semelhantes, reducdo no tempo de locomog¢ao e aumento
do tempo do peixe longe do espelho (ou seja, longe do local de adicdo dos
odores, que era do lado do espelho). O extrato de pele provocou respostas
conhecidas como respostas comportamentais de alarme, consistentes com o
descrito em outros peixes, como por exemplo, reducao da atividade de locomocao
em F. goby (Brown et al., 2004; Barreto et al., 2010), aumento do tempo parado
em zebrafish (Oliveira et al.,, 2014) e, ainda afastamento da é&rea onde a
substancia de alarme é introduzida em fathead minnow, Pimephales promelas
(Mathis e Smith, 1993). Todas essas respostas sao anti-predatérias e condizentes
com aquelas que foram primeiramente descritas por Pfeiffer (1977). Essas
reacdes podem promover aumento na chance de sobrevivéncia ao perceber que
ha um predador préximo (Chivers e Smith, 1998).

As respostas de alarme, envolvendo extratos de pele, podem variar entre
as especies (Pfeiffer, 1977). Anteriormente foi observado para matrinxas expostas
a extratos de pele que eles apresentam a resposta bifasica (Ide et al., 2003). No
entanto, no presente trabalho, a frequéncia de resposta bifasica foi baixa no

Experimento 1 e ausente no Experimento 2. Quando observadas essas respostas,
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elas foram maiores justamente no tratamento EC, tratamento esse que teve as
melhores respostas de alarme, justificando nossa escolha de concentracéo para o
Experimento 2.

Ainda com relacdo ao extrato de pele, o numero de mordidas e
demonstracdes diminuiu ja na primeira adicdo do extrato, enquanto a reducdo do
namero de mordidas ndo ocorreu em nenhum outro tratamento. O comportamento
de demonstracdo, no entanto, diminuiu em todos os tratamentos, inclusive quando
houve adicdo de agua pura no aquario. Esse padrdo € natural, pois o animal
utiliza mais comportamentos demonstrativos no inicio do confronto, como forma
de avaliar o oponente e, depois, com o decorrer do confronto agressivo, as
demonstracdes diminuem e os ataques diretos sdo mais frequentes (Ros et al.,
2006). A reducédo da agressividade geral do matrinxa, apos adicdo do extrato de
pele, foi consistente com estudos anteriores que utilizaram odores de extrato de
pele no contexto agressivo (Wisenden, 1997; Barreto et al., 2010). Em C.
nigrofasciatum, colocados em pares nos aquarios e expostos a extratos de pele
de coespecifico, houve reducédo da frequéncia de abordagens e das mordidas
(Wisenden, 1997). Também tilapias-do-Nilo, colocadas em um paradigma intruso-
residente e expostas a extrato de pele de coespecifico, apresentaram reducdo na
frequéncia de agresséao (Barreto et al., 2010). Essas respostas, em conjunto com
as respostas de reducdo de agressividade e de locomocédo do presente estudo
sugerem gue no caso de exposicao a extratos pode estar havendo sinalizagcéo da
presenca de um predador. Isso induz respostas comportamentais de alarme, que,
naguele momento, sdo mais importantes que as respostas agressivas, pois, no
caso de um predador por perto, a reducdo da agressividade e da locomocédo
poderiam aumentar as chances de sobrevivéncia no caso de um ataque. De fato,
os peixes deixam de fazer uma atividade corrente na presenca de um possivel
predador; esse tipo de comportamento ja foi relatado por Milinski (1993), que
observou que peixes deixam de forragear quando expostos a odores de
coespecificos, s6 alimentando-se quando estdo realmente com fome. No capitulo
2 também encontramos respostas comportamentais de alarme na exposicdo a
extrato de pele, portanto, ndo importa o contexto que o animal esteja, na
presenca, de extratos de pele de coespecificos o peixe adota respostas de alarme

gue podem aumentar suas chances de sobrevivéncia.
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Nado somente o0 extrato de pele de matrinxd provocou respostas
comportamentais de alarme, mas estas também foram observadas apoés a
exposicao dos peixes ao odor do peixe machucado (Experimento 1). No entanto,
apesar do perfil das respostas para o extrato e o odor causado pelo machucado
da pele dos peixes ter sido semelhante, na exposicdo ao odor de machucado a
reducdo na locomocéo foi significativa, em relacdo ao periodo basal, a partir da
segunda adicao da solucédo, enquanto o extrato de pele promoveu uma resposta
imediata, ja na primeira adicdo da solucao.

O extrato de pele é uma condicdo experimental, com uma alta
concentracdo de tecido, tratando-se de um super estimulo aos coespecificos, o
gue explica sua resposta rapida e acentuada. No entanto, apenas o odor de
animal machucado, diluido no volume de agua do aquario (10 L), ja foi suficiente
para disparar respostas de alarme consistente com as descritas em outros
estudos (lde et al., 2003; Oliveira et al., 2014), o que demonstra que o peixe é
capaz de detectar o odor mesmo em concentragcdes mais baixas. A condicao de
animal machucado seria uma condicdo mais proOxima ao que acontece na
natureza. Segundo Pfeiffer (1977) e Lawrence e Smith (1989), a diluicdo da
substancia de alarme é muito importante para a determinacdo da resposta, pois
esta diluicdo pode representar a distancia do animal a fonte do estimulo.

Ja no Experimento 2, as respostas ao odor de um animal machucado foram
diferentes das respostas ao extrato de pele, com reducdo do tempo longe do
espelho e, ainda, aumento significativo do nimero de mordidas ao longo do
tempo, em cada tratamento. Ainda, o tratamento com odor de peixe machucado
resultou em maior nimero de mordidas apés as diferentes adicbes do que nos
outros tratamentos. Ao contrario do extrato de pele, o odor de animal machucado
nao induziu respostas comportamentais de alarme no contexto agressivo, embora
o tenha feito fora desse contexto (Experimento 1). As respostas observadas no
matrinxd apés a adicdo de odor de peixe machucado em contexto agressivo sédo
contrarias as respostas de alarme na exposicdo ao extrato de pele.
Diferentemente do extrato, o odor de coespecifico machucado ndo aboliu a
agressao no matrinxa, e sim aumentou-a progressivamente.

No contexto agressivo, a percep¢do de um coespecifico machucado pode
ter aumentado a agresséo, pois nessa situacdo o odor pode sinalizar que o

coespecifico com quem ele esta brigando (espelho) estd sendo machucado. O
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matrinxa é bastante agressivo com coespecificos (Urbinati et al., 2015) e mesmo
apos um dos peixes vencer o confronto h4 aumento da agressdo, com o peixe
vencedor atacando progressivamente o oponente (Ferraz e Gomes, 2009; Serra
et al., 2017), podendo leva-lo a morte. Se em um contexto agressivo o odor de um
coespecifico machucado provocasse uma resposta de alarme, assim que o
confronto agressivo escalasse e fossem desferidas mordidas o confronto
agressivo cessaria pela liberacdo do odor na agua, portanto faz sentido que,
nesse contexto, a inibicdo da resposta de alarme tenha evoluido. No caso do
matrinxa, em que se observa uma escalada de agressividade apos a definicdo do
confronto agressivo, e que o peixe vencedor ataca progressivamente o peixe
perdedor, o odor do peixe machucado pode inclusive ser um deflagrador de maior
agressividade, sinalizando um oponente mais fraco e que representa menor risco
de revide do agressor.

Entretanto, mesmo em contexto agressivo, a adicdo de extrato de pele
promoveu resposta de alarme, o que levanta a pergunta de porqué no contexto
agressivo 0 extrato ndo provoca as mesmas respostas de aumento de
agressividade que as observadas com o odor de um animal machucado. No
extrato, h4 uma concentracdo muito alta de substancias de alarme. Pode ser que,
no contexto agressivo, o limiar para resposta de alarme ao odor de um
coespecifico aumente, o que inibe a resposta de alarme ao odor liberado pelos
machucados infligidos no coespecifico pelo proprio peixe que esta confrontando.
No entanto, o extrato de pele é artificialmente muito concentrado e, portanto, € um
estimulo mais intenso capaz de deflagrar a resposta de alarme no matrinxa
mesmo que 0 peixe esteja em um contexto agressivo. Além disso, esse estimulo
intenso pode representar uma grande ameaca ao peixe e, segundo alguns
autores, quanto maior a ameaca representada por um predador maiores serao as
respostas de evasao (Helfman, 1989; Sih, 1987; Fraser e Huntingford, 1986). No
entanto, como o odor de um peixe machucado é bastante diluido em comparacéo
ao extrato, ele pode néo atingir o limiar da resposta de alarme e néao a deflagrar;
mais ainda, ele pode provocar aumento da agressividade, por sinalizar que o
oponente esta ferido e ndo representa um risco. Essa avaliacdo do contexto
acontece mesmo durante uma interacao entre predador e presa (Helfman, 1989;

Sih 1987; Fraser e Huntingford 1986). No nosso estudo, 0os peixes aumentaram a
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agressao pois o0 oponente, que seria o possivel predador, estaria ferido, nao
representando um risco.

Nos tratamentos vencedor, perdedor e isolado ndo ocorreram respostas
comportamentais de alarme, e nem mudanca na agressao, nem na comparagao
ao longo do tempo dentro dos tratamentos, nem quando comparados apés as
adicbes. No entanto, poderiamos esperar que nos tratamentos vencedor e
perdedor de um confronto agressivo anterior houvesse alguma resposta se na
espécie a condicdo apos o confronto agressivo resultasse na liberacdo de pistas
quimicas que indicassem essa condi¢do; como iSso nao ocorreu, podemos supor
que esse tipo de sinalizacdo ndo ocorre na espécie. Ja foi mostrado que Betta
splendens evitam se envolver em confrontos agressivos com coespecificos que
eles viram vencer uma interacdo agressiva (Oliveira et al.,, 1998). Porém
matrinxas ndo definem hierarquias de dominancia e seus ataques, ao contrario de
um confronto agressivo para estabelecer hierarquias, aumentam ap0s eles
vencerem um embate agressivo (Ferraz e Gomes, 2009; Serra, 2014, Serra et al.,
2017). Por isso, faz sentido que ndo exista sinalizacdo quimica da condicdo pés
confronto agressivo em uma espécie que ndo define de fato hierarquia. Isso faz
ainda mais sentido quando observamos esses resultados em conjunto com as
respostas para coespecifico machucado, que resulta em aumento da
agressividade uma vez que no matrinxa a escalada de agressdo ocorre apos a
definicdo, quando o oponente ja foi ferido e fica debilitado. Ainda, o peixe receptor
poderia aumentar sua agressédo quando recebesse o odor de um peixe perdedor,
como ocorreu na adicdo de odor de animal machucado, uma vez que o peixe
perdedor recebeu mordidas. No entanto, como removemos o0s odores do
confronto agressivo em si antes de coletar o odor do perdedor, e no aquario de
coleta de odor o peixe ndo sofreu mais machucados, a quantidade de odor de
pele machucada pode ter sido infima demais para ser detectada pelos peixes
receptores.

Quanto as respostas fisiolégicas de estresse, ndo houve mudancas na
glicose e cortisol plasmaticos, apesar da resposta comportamental de alarme no
tratamento extrato, em ambos o0s experimentos, e, também, no tratamento
machucado do experimento 1. Em outros trabalhos, respostas de estresse foram
observadas em situacdes de alarme (Sanches et al., 2015; Oliveira et al., 2014).

Porém, Pfeiffer (1977) sugere que as respostas de estresse e as respostas
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comportamentais de alarme n&o precisam, necessariamente, acontecer
concomitantemente.

A exposicdo dos matrinxds ao extrato de pele e ao odor do animal
machucado ndo causaram mudancas nas respostas fisiologicas de estresse,
apesar das respostas comportamentais de alarme observadas. Quando
estressados, 0s peixes apresentam alteracdes fisiolégicas e comportamentais,
que sao adaptativas, que permitem que eles enfrentem essa condi¢éo de estresse
(Urbinati et al., 2015). Entre as respostas indicadoras de estresse, o0 aumento das
concentracfes sanguineas de cortisol e glicose sdo as mais confiaveis (Urbinati et
al.,, 2015). Seria razoavel pensar que encontrariamos aumento desses
indicadores concomitantes as respostas comportamentais de alarme, visto que
estas Ultimas indicam que o animal detectou um possivel predador (Pfeiffer,
1963). Aumentos da concentracdo de cortisol causados por substancias de
alarme ja foram encontrados em outras espécies (Oliveira et al., 2014; Sanches et
al., 2015). No entanto, outros estudos com substancia de alarme ndo encontraram
variacdo das respostas fisioldgicas de estresse (lde et al., 2003; Souza-Bastos et
al., 2014), podendo entdo haver uma resposta de alarme comportamental mas
ndo de resposta de estresse. Além disso, sabe-se que com o estresse ocorre
aumentos dos niveis de glicose circulante e que o cortisol mantém esses niveis
altos e, isso, seria necessario para os peixes enfrentarem situacdes de perigo
como de luta ou fuga (Schreck e Tort, 2016). No entanto, uma das principais
respostas de alarme, € se manter parado, ou em freezing e, nesse caso, nao sera
necessario um grande aporte energético. Isso poderia explicar o motivo de nao
termos aumentos de cortisol e glicose no nosso trabalho.

Além da hipbtese anterior para explicar a auséncia de alteracdo dos
parametros fisioldégicos indicadores de estresse, outra possibilidade é que
auséncia de resposta poderia estar relacionada com propria espécie. Quando
observamos os dados de cortisol e glicose também nao houve diferencas entre os
tratamentos, reforcando que seria uma caracteristica da espécie. As respostas de
estresse podem variar entre as espécies (Urbinati et al., 2004). Ha estudos com
matrinxd envolvendo manejos rotineiros em piscicultura, em que as respostas de
estresse nao sdo observadas, diferente do observado em outras espécies
submetidas aos mesmos tipos de manejo (Urbinati et al., 2015). Ja foi observado,

por exemplo, que matrinxas nao alteram seus niveis de cortisol e glicose quando
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expostos a manejos de perseguicdo, seguido de varios periodos de captura
(Rocha et al., 2004) ou quando submetidos a perseguicdo por pucas (Hoshiba et
al., 2009). Segundo Galhardo e Oliveira (2009), os peixes avaliam 0s estressores
a eles impostos. A avaliacdo de estressor, segundo os mesmos autores, tem uma
primeira etapa que envolve a avaliagdo do quanto aquele estressor é relevante
(relevancia individual) e uma segunda etapa em que 0s peixes avaliam quais sado
as opcoes disponiveis para enfrentar o estimulo estressor. Além disso, nas
repostas de estresse, estariam envolvidos diferentes fatores, podendo ser eles
dependentes do contexto e de alguma experiéncia prévia com um mesmo
estimulo estressor, como também pode depender da personalidade do individuo
(Galhardo e Oliveira, 2009). Deste modo, considerando os estudos que envolvem
estresse em matrinxd e também 0s nosso resultados, parece que uma maior

resisténcia ao estresse € uma caracteristica da espécie.

6. Conclusao

Extrato de pele é um estimulo mais intenso que mesmo em contexto
agressivo ainda provoca resposta de alarme. Além disso, nenhum dos estimulos,
em ambos 0s estudos, provocou respostas de estresse nos peixes. Essa resposta
pode ser atribuida a caracteristica da resposta de ndo requerer um grande aporte
energético e, por isso, ndo termos observado aumento dos niveis de cortisol e
glicose. No entanto, também € vidvel pensar que essa pode ser uma
caracteristica da espécie, uma maior resisténcia ao estresse. Observamos que a
comunicacdo quimica influencia nos comportamentos dos peixes, podendo ser
um fator de importancia nos peixes de pisciculturas, que se encontram em altas
densidade de estocagem. Quanto a aplicabilidade ainda sdo necessarios mais
trabalhos a respeito da comunica¢do quimica para responder questdes basicas da

mesma para que possamos ter futuras aplicacdes
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ANEXO 1
Comportamento Adigoes a cada treze minutos
analisado Tratamentos Periodo Basal Apés adigdo 1 Apos adigédo 2 Apés adigao 3
AP 5075 +56,7 4881 +65,1 4879 +651 4132 +548
Tempo (s} EC 7205+237a 1178+342b 665+241b 71,7+343b
locomogio E- 6055+442a 344+186b 344+186b 275+192b
E+ 4955+758a 653+276b 450+ 32 4 be 120+76¢
Mac 6044+519a 3192+644b 186,2 + 619 bc 1524+737¢
AP 1886 +41.9 2285+538 2393+£605 1705+40,2
NGmero de EC 3022+250a 3B5+72hb 21,0+69bc 224+120¢
cruzamentos E- 2606+307a 400+121b 85+43¢ 136+03¢
E+ 2210+456 a 205+140b 80+26b 18+08b
Mac 2385+337a 116,1+330b 593+167b 435+200b

ANEXO 1: Tempo de locomocdo e numero de vezes (média + E.P) que o peixe
cruzou os quadrantes no tempo basal e apds as adi¢des 1 (aos 13 min), 2 (aos 26
min) e 3 (aos 39 min). Foram analisados treze minutos antes da primeira adicao e,
apos, treze minutos para cada adicdo (1, 2 e 3). One-way Anova para medidas
repetidas. O teste de Tukey foi utilizado como pds-teste. Letras diferentes
mostram diferencas entre as adi¢cbes (P<0,001). AP = &gua pura; EC = extrato

controle; E- = extrato negativo; E+ = extrato positivo; Mac = machucado.
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ANEXO 2
Comportamento Adigoes a cada treze minutos
ar?alisado Tratamentos Basal Apos adigdo 1 Apods adigdo 2 | Apds adigdo 3
AP 121,4+156a 1157 +17 8 ab 1654 +179b 1772+188b
EC 156,4+161a 801+145b §20+189hb 746+202b
Numero de Mac 1480+ 186 a 1779+182a 2492 +292b 2542+290b
mordidas Venc 1571+£199 1682 + 252 196,3 + 256 1956 +257
Perd 145,0x226a 217712200hb 2140+ 234b 2191+£299b
Isol 156,927 1a 1995+30,1ab 2369+379b | 2293+362ab
AP 26+07a 02+01ab 0,002 + 0,002 b 0b
EC 09+02 0,08 + 0,05 004+04 0,004 + 0,047
Nuamero de Mac 15204a 02+01b Ob Ob
investidas Venc 02+01 004+04 0 0
Perd 26+07a 0,02 +0,01ab 002+001ab | 0,009+0009b
Isol 03201 01006 0 0
AP 587+69a 392+66a 332+73ab 2567+58b
EC 608+78a 211+54b 47+12¢ 16+05¢
Numero de Mac 689+92a 299+66a 283+78ab 163+49b
demonstragbes Venc 56,1+89a 202+48b 188+54be 133+34¢c
Perd 5564+65a 254+63b 188+51be 113+40¢
Isol 663+114a 31,763 ab 287+82b 261+69b

ANEXO 2: Numero de mordidas, investidas e demonstracées (média = E.P) no
tempo basal e ap6s as adi¢des 1 (aos 13 min), 2 (aos 26 min) e 3 (aos 39 min).
Foram analisados treze minutos antes da primeira adicdo e, apos, treze minutos
para cada adicéo (1, 2 e 3). Kruskal-Wallis. Letras diferentes mostram diferengas
entre as adi¢cdes (P<0,001). AP = agua pura; EC = extrato controle; Mac =

machucado; Venc = vencedor; Perd = perdedor; Isol = isolado.
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ANEXO 3
Comportamento Tratamentos Adigbes a cada treze minutos
analisado Basal Apos adigao 1 Apos adicédo 2 Apos adigao 3
AP 64009+453 a 6732+388ab | 6592+476ab 7288+372b
EC 6860+291a 4874+639Db 42531627b 3722+3115b
Tempo (s) Mac 633,1+ 450 651,7 + 422 6743+307 6441 +403
locomogéo Venc 632,1+463 608,0 513 609,9+ 53,8 588,2 + 52,1
Perd 6416340 668,7 29,8 6718352 7036286
Isol 600,8 + 476 6792 =27 1 7001203 6817+ 20,1
AP 75t16a 32+19b 162094b 29+17b
EC 33t17a 88+t27a 47x21a 49+33ab
Tempo (s) longe Mac 112+35a 80+33b 17x11¢c 08+04c
do espelho Venc 110:62a 776:184a 53:33a 16207 ab
Perd 86+35a 86+73b 15+13b 192+185b
Isol 6B8+60a 18,1+ 144 ab 87+38ab 41+38b

ANEXO 3: Tempo de locomocao e tempo longe do espelho (média £ E.P) no
tempo basal e apos as adi¢des 1 (aos 13 min), 2 (aos 26 min) e 3 (aos 39 min).
Foram analisados treze minutos antes da primeira adicdo e, apds, treze minutos
para cada adicao (1, 2 e 3). One-way Anova para medidas repetidas. O teste de
Tukey foi utilizado como pos-teste. Letras diferentes mostram diferencas entre as
adicoes (P<0,001). AP = agua pura; EC = extrato controle; Mac = machucado;
Venc = vencedor; Perd = perdedor; Isol = isolado.
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