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RESUMO

O cacdo-lixa, Ginglymostoma cirratum, é um dos tubardes mais exibidos em Aquérios
no mundo, porém a taxa de insucesso reprodutivo desta espécie ainda é alta. Considerando a
provavel mediacdo olfativa para a sua reproducdo e o potencial de enriquecimentos
ambientais afetarem positivamente a reproducdo de animais sob cuidados humanos, o
presente trabalho objetivou avaliar se a utilizagdo de enriquecimento olfativo geraria efeitos
na exibicdo de comportamentos reprodutivos de cagéo-lixa, bem como se esse efeito seria
diferencial de acordo com o sexo. Este trabalho também prop6s avaliar a proximidade fisica
como um indicativo de comportamento proceptivo de fémeas. O estudo foi dividido em trés
fases (controle — sem enriquecimento; enriquecimento a curto prazo — recém aplicado;
enriquecimento a longo prazo — apds incorporado na rotina de manejo) e foi realizado em
duas instituicdes com manejos distintos. O enriquecimento utilizado foi manjericdo comercial
(Ocimum basilicum), inicialmente apresentado na forma de bloco de gelo e, para o estudo a
longo prazo, apresentado na forma de extrato. As observacfes comportamentais ocorreram
através da amostragem focal com registro instantaneo, totalizando 120 horas de observacdo
por animal, divididas em dois momentos (ativo e inativo). Os resultados indicam maior
atividade relacionada ao periodo noturno e as sessGes de alimentacdo; maior frequéncia de
ocorréncia de comportamentos reprodutivos no periodo inativo, no sexo masculino e nas fases
com enriquecimento ambiental; maior riqueza comportamental em machos e na fase de
enriquecimento a longo prazo. A andlise de proximidade mostrou-se eficiente como indicativa
de comportamento socio-sexual, assim como o comportamento “movimento corporal”. E
importante atentar que os efeitos sdo diferenciados para 0s sexos, sendo essencial o
acompanhamento préximo e a criacdo de cronogramas para evitar uma super-estimulagéo ou
uma habituacdo ao enriquecimento. Apesar disso, o fato da maior frequéncia de
comportamentos reprodutivos ter ocorrido no periodo inativo facilita este acompanhamento,
visto que se refere ao periodo de funcionamento de instituicdes zooldgico (dia). Por fim, com
a definicdo dos comportamentos proceptivos faz-se possivel determinar quais fémeas estdo
receptivas e assim delinear programas reprodutivos mais eficientes. Esses resultados destacam
a importancia de possuir um manejo que estimule constantemente os sentidos dos
elasmobrénquios, especialmente em instituicbes que desejem realizar programas de

reproducéo.



PALAVRAS-CHAVE: Cativeiro. Elasmobranquios. Enriquecimento ambiental. Mediac&o
olfativa. Reproducéo. Tubaréo.



ABSTRACT

Nurse shark, Ginglymostoma cirratum, is one of the most exhibited sharks in Aquariums in
the world, however, the reproductive failure rate of this species continues high. Since there
probably is an olfactory mediation for its reproduction and environmental enrichments have a
potential positive effect on the reproduction of captive animals, the present study aimed to
evaluate whether the use of olfactory enrichment would generate effects in the exhibition of
reproductive behaviors of nurse sharks, as well as if this effect would be differential according
to sex. This study also proposed to evaluate physical proximity as an indicative of proceptive
female behavior. The study was divided in three phases (control — without enrichment, short-
term enrichment — recently applied, long-term enrichment — after being incorporated into the
management routine) and was performed in two institutions with distinct husbandry. The
enrichment used was commercial basil (Ocimum basilicum), which was initially prepared as
an ice block and, for the long-term phase, presented as an extract. The behavioral observations
were performed through focal sampling with instantaneous recording, totaling 120 hours of
observation per animal, divided into two moments (active and inactive). Results show greater
activity related to nocturnal period and feeding sessions; greater frequency of occurrence of
reproductive behaviors in the inactive period, with males and during the long-term enriched
phase. The proximity analysis was efficient as indicative of socio-sexual behavior, as well as
the “body movement” behavior. It is important to note that the enrichment effects are
differentiated for the sexes and therefore, close monitoring and scheduling are essential to
avoid over-stimulation or habituation to the enrichment. Nevertheless, the fact that the greater
frequency of reproductive behavior occurred during the inactive period facilitates this
monitoring, since it refers to the operating hours of zoological institutions (daytime). Finally,
with the definition of proceptive behavior, it is possible to determine which females are
receptive and thus, to delineate more efficient breeding programs. These results highlight the
importance of having a management that constantly stimulates the senses of elasmobranchs,

especially in institutions that aims to carry out breeding programs.

KEYWORDS: Captivity. Elasmobranchs. Environmental Enrichment. Olfactory Mediation.
Reproduction. Shark.
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1. INTRODUCAO

Alteracdo de habitat, sobre-explotacéo, espécies invasoras e mudancgas climéticas séo
algumas das principais ameacgas que muitas populacdes naturais estdo enfrentando. Essas
ameacas diminuem o potencial de persisténcia das espécies, tornando-as mais suscetiveis a
eventos estocasticos que podem levar a extingdo (IUCN/SSC, 2014). Neste contexto, €
essencial haver planos de manejo focados na conservacdo e 0 manejo ex-situ aparece como

um forte aliado na prevencéo da extingdo de espécies ameacadas (Conway, 2011).

Essa alianca deve-se, em grande parte, a missdo dos zoologicos e aquérios de educar
seus visitantes, realizar pesquisas que auxiliem o conhecimento sobre a biodiversidade,
influenciar o engajamento da populacdo e de politicos para a conservacdo, contribuir
efetivamente para o salvamento de espécies na natureza e realizar manejo populacional
sustentavel a longo prazo (Barongi et al., 2015). Apesar disso, animais terrestres possuem
maior nivel de sucesso em seus programas de reproducao, sendo necessario que 0s aquarios

desenvolvam melhor seus programas para atingir tal sustentabilidade (Penning et al., 2009).

E importante atentar para o fato de que programas de reproducio sdo desafiadores e
ndo devem ser considerados como tratamentos emergenciais de Ultima instancia, sendo uma
ferramenta que deve ser implementada antes das espécies atingirem um nivel de ameaca
irreversivel (Conde et al., 2011). Muitas espécies de elasmobranquios tém apresentado
declinio global em sua abundancia (Lee et al., 2015) e a maioria delas ainda ndo apresenta

sucesso na reproducdo ex-situ (Henningsen et al., 2004a).

O cacdo-lixa, Ginglymostoma cirratum (Bonnaterre, 1788), € um dos elasmobranquios
mais exibidos em aquarios no mundo (AES, 2008). Seu comportamento reprodutivo ja foi
observado em ambiente natural (Carrier et al., 1994; Pratt & Carrier, 2001) e ambiente
controlado (Klimley, 1980), sendo que a maior parte dos eventos reprodutivos envolvem
copulas consecutivas com mais de um macho (Compagno, 2001). E uma espécie ovovivipara
que apresenta maturidade tardia, reproduz-se a cada dois anos e sua gestacao dura de cinco a

seis meses (Compagno, 2001).

Mas apesar das observacfes de comportamentos reprodutivos também em ambiente
controlado, a taxa de insucesso reprodutivo da espécie nessas condicdes é relativamente alta
(Henningsen et al., 2004b; Koop, 2005), sendo frequente a liberacdo de “wind eggs” -

capsulas de ovos totalmente formadas, porém sem embrido ou vitelo no interior (Carrier et al.,
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2003; Henningsen et al., 2004b). Atualmente, as descri¢des de sucesso reprodutivo em
ambiente controlado da espécie restringem-se a situacfes de semi-cativeiro (Kuenen, 2000), a
captura de individuos pos cépula em ambiente natural (Carrier et al., 2003) e a um caso de

reproducdo em um Aquario brasileiro (contato pessoal).

Essa situacdo torna-se ainda mais preocupante quando consideramos que a espécie é
listada como vulneravel no Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extingdo
(Machado et al., 2008), tendo sofrido extremo declinio populacional na regido sudeste da
costa brasileira e considerada localmente extinta no Rio de Janeiro (Rosa et al., 2006).

O insucesso reprodutivo de diversas espécies em ambiente artificial esté relacionado a
fatores como baixos niveis de bem-estar e ambiente com baixa complexidade (Azevedo et al.,
2007), que diminuem a responsividade dos animais (Carlstead & Shepherdson, 1994). E
provavel que estimulos ambientais que aumentem a atividade dos individuos possam
beneficiar inclusive funcdes reprodutivas, porém a analise dos efeitos reprodutivos gerados

pela complexidade fisica e temporal é pouco documentada (Carlstead & Shepherdson, 1994).

Uma alternativa para aumentar essa complexidade € com a inclusdo de enriquecimento
ambiental (Carlstead & Shepherdson, 1994). O enriquecimento ambiental pode ser definido
como mudancas no ambiente de animais sob cuidados humanos que objetivam o beneficio de
seus habitantes (Young, 2003). Mas, além de melhorar os niveis de bem-estar dos
organismos, o enriquecimento ambiental pode também afetar suas taxas reprodutivas
(Carlstead & Shepherdson, 1994; Clark & King, 2008).

Os enriquecimentos ambientais podem ser subdivididos em categorias de acordo com
sua funcdo, sdo elas: fisico (modifica¢bes estruturais), sensorial (estimulacdes aos sistemas
sensoriais e cerebral), alimentar (referindo-se tanto a diferentes alimentos quanto a forma de
se ofertar a dieta), social (interacbes com conspecificos) e cognitivo (para reduzir monotomia
fisica e psicoldgica) (Naslund & Johnsson, 2014). E dentre estes tipos de enriquecimento, o
olfativo aparece com maior potencial de estimular a reproducdo e a realizacdo de

comportamentos naturais (Clark & King, 2008).

Porém, apesar dos avancos crescentes nos estudos dessa area, apenas 0,42% dos
trabalhos correspondem a categoria dos peixes (Azevedo et al., 2007). Essa porcentagem
diminui ainda mais quando restringimos o enriquecimento ao tipo olfativo e/ou em contexto

de zooldgicos e aquarios (Azevedo et al., 2007; Clark & King, 2008). Apesar da escassez de
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estudos, utilizar enriquecimentos olfativos para elasmobranquios aparece como potencial
estratégia de manejo, visto que este grupo animal é reconhecido por extraordinaria capacidade

sensorial, destacadamente o olfato (Gardiner et al., 2012).

Este potencial € ainda maior quando consideramos os indicios de que atrativos
quimicos sexuais (como feromonios) sdo liberados pela cloaca de fémeas e atuam na atracao
de machos em ambiente natural (Gardiner et al., 2012), indicando possivel mediacéo olfativa
durante a corte (Johnson & Nelson, 1978; Luer & Gilbert, 1985; Yano et al., 1999;
Henningsen et al., 2004a).

A teoria da mediacdo olfativa durante a corte, apesar de sugerida apenas
indiretamente, é fortalecida em cacdo-lixa pelo desempenho de comportamentos pré-
copulatérios como a “natagdo paralela” (em que 0 macho se posiciona paralelamente a fémea
a uma distancia menor do que duas nadadeiras peitorais, e ambos nadam sincronicamente por
alguns minutos) e o “seguir” (em que o macho segue a fémea proximamente com seu focinho
direcionado ao ventre da fémea, algumas vezes tocando-o0) (Klimley, 1980; Carrier et al.,
1994, Gardiner et al., 2012).

Para o acasalamento ocorrer, é necessaria uma sequéncia de comportamentos
reprodutivos. Em algumas espécies essa sequéncia ja é conhecida e corresponde a
atratividade, seguida de “apetitividade” e consumacdo. Em fémeas, a atratividade e a
“apetitividade” séo caracterizadas pela proceptividade (comportamento que inicia ou aumenta
a probabilidade do macho exibir comportamentos sexuais direcionados a ela, onde 0s
comportamentos com mediacdo quimica se incluem) e a consumacdo pela receptividade
(comportamentos necessarios para a copula fértil com um macho em potencial e normalmente

relacionados a postura da fémea) (Beach, 1976).

Considerando a provavel mediacdo olfativa na reproducdo de cacgdo-lixa (Klimley,
1980; Pratt & Carrier, 2001), o elevado insucesso na reproducdo (Henningsen et al., 2004b;
Koop, 2005) e o baixo conhecimento da relacdo entre estimulacdo ambiental e respostas
comportamentais (Carlstead & Shepherdson, 1994), o presente trabalho objetivou avaliar se o
enriquecimento olfativo aumenta a frequéncia de exibi¢cdo de comportamentos reprodutivos,
bem como a riqueza destes comportamentos em Ginglymostoma cirratum. Objetivou também
analisar se este possivel efeito seria maior em machos do que em fémeas, visto que a

mediagdo olfativa atua na atracdo apenas de machos. A fim de melhor compreender a
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preparacdo das fémeas para eventos reprodutivos e os efeitos de enriquecimento ambiental na
sua reproducdo, este trabalho também avaliou a proximidade fisica entre os individuos como

uma possivel indicacdo de comportamento proceptivo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1.LOCAL E PERIODO DE ESTUDO

O presente estudo foi realizado em dois locais de experimentagdo que apresentam

manejos distintos da espécie:

A) Agquério de Sdo Paulo (SP): apresenta um tanque multi-espécies com um milhdo de
litros de agua salgada, sendo que entre as espécies exibidas ha oito individuos de G.
cirratum, seis fémeas e dois machos (Figura 1). O manejo e as caracteristicas do
recinto correspondem a um ambiente controlado.

B) Base de Visitantes do Projeto Tamar na Praia do Forte, Mata de Sdo Jodo (BA):
apresenta também um tanque multi-espécies, porém com 190 mil litros de agua
marinha, onde trés individuos (duas fémeas e um macho) da espécie estudada habitam

(Figura 2). A localizacdo proxima ao oceano e 0 ambiente aberto permitem manejo

menos controlado e mais naturalistico, mesmo que o recinto ndo apresente substrato.

Figura 1 - Tanque habitado por oito individuos de Ginglymostoma cirratum no Aquario de Sédo Paulo. O
corredor de visitantes atravessa o recinto pelo meio, ficando visivel em suas laterais (aonde ha maiores

profundidades) e na parte superior (menor profundidade e 4rea de conexdo entre as laterais do tanque).
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Figura 2 - Tanque habitado por trés individuos de Ginglymostoma cirratum no Centro de Visitantes de
Praia do Forte do Projeto TAMAR.

As observacdes ocorreram em duas etapas, COmo se segue:

1) Verao 2015/2016: esta etapa correspondeu a observacdo de pico de atividade, para a
definicdo do horario de observacdo; seguida da observacdo sem interferéncia (fase
controle) e da observacdo com a inclusdo de enriquecimento (fase de curto prazo).
Esta etapa ocorreu entre dezembro e margo.

2) Verdo 2016/2017: a segunda etapa, por sua vez, corresponde a fase de observacéo
apods a inclusdo do estimulo olfativo na rotina de manejo (fase de longo prazo). As

observacOes foram realizadas entre janeiro e marco.

Devido a distancia geografica entre os dois locais de estudo, as observagdes no
Aquaério de Sdo Paulo ocorreram entre dezembro e janeiro, enquanto que no Projeto Tamar
ocorreram entre fevereiro e marco em ambos 0s anos. Apesar do enriquecimento ter
continuado a ser ofertado entre as duas etapas, ndo ocorreram observacdes nestes meses, visto
que o objetivo era analisar o comportamento reprodutivo, o qual é relacionado com o verdo
em ambiente natural (Pratt & Carrier, 2001; Carrier et al., 2003). Apesar disso, estudos em
regides equatoriais indicam n&o haver tal relag&o nestes locais (Castro & Rosa, 2005; Garla et
al., 2016).

2.2.0BSERVACOES COMPORTAMENTAIS

A fim de analisar os comportamentos realizados por todos os individuos do tanque, foi
selecionada a amostragem focal com registro instantaneo a cada dois minutos (Altman, 1974;
Lehner, 1996). Diariamente os animais foram observados durante quatro horas, sendo duas
horas para cada periodo (ativo e inativo). Dois métodos para a identificagdo dos animais
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foram usados: marcas naturais (tais como recortes nas nadadeiras, deficiéncias estruturais,
sexo, etc.) (McFarlane et al., 1990; Castro &Rosa, 2005; Pine et al., 2012); ou identificacio
por velcros coloridos colocados nos espécimes (nos casos em que a primeira opcdo nédo for
possivel) (Figuras 3 e 4) (ANEXO 1).

Figura 3 - Exemplo de marca natural usada para identifica¢cdo individual de Ginglymostoma cirratum no
presente estudo. Crédito: Bruno Ogata.

Figura 4 - Marcacdo artificial com fita de velcro colorida utilizada no presente estudo, colocada na base
da nadadeira caudal de Ginglymostoma cirratum. Crédito: Bruno Ogata.

Foram realizadas 120 horas de observacdo comportamental por animal, sendo 40 horas
para a fase controle (A), 40 horas correspondentes aos primeiros contatos com o
enriquecimento olfativo (fase de curto prazo — B) e as 40 horas restantes corresponderam a
fase de enriquecimento a longo prazo (C). Cada fase durou 10 dias.
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Os horarios de observacdo foram definidos ap6s a realizacdo de observagdes prévias
do padréo de atividade para cada grupo observado. Tal procedimento foi necessario por conta
das informacdes disponiveis na literatura de que a espécie tem habitos noturnos (Compagno,
2001), porém nao ha estudos que comprovem que o pico de atividade se mantém noturno em
ambiente ex-situ; além disso, cada ambiente apresenta uma rotina diferente, sendo necessario

diminuir o ruido causado pelos diferentes manejos.

Esses padroes de atividade foram feitos em trés dias consecutivos a partir de
amostragem scan com intervalos de 15 minutos para contagem de individuos ativos,
totalizando 72 horas de observacdo (Altman, 1974; Lehner, 1996). O perfil gerado indicou um
padrdo de atividade. As observacbes entdo seguiram a delimitacdo de dois momentos de
observacdo: um durante o pico e outro durante a menor atividade. A observacédo, inclusive
durante a menor atividade, deveu-se ao fato da reproducao desta espécie em ambiente natural

possivelmente ndo ocorrer em momento preferencial do dia (Carrier et al., 1994).

O repertdrio comportamental reprodutivo esperado esta descrito no Quadrol e seguiu
0s comportamentos descritos nos trabalhos de Klimley (1980), Carrier et al. (1994) e Pratt &
Carrier (2001) (ANEXO 2). A fim de incluir ainda mais as reagdes comportamentais das
fémeas, foi observada também a proximidade dos individuos de sexos opostos. Isso para

avaliar uma possivel medida de proceptividade e receptividade (Beach, 1976).

Essa proximidade foi considerada como uma distancia menor que a metade do
comprimento dos individuos. Quando eles encontravam-se dentro desta distancia, a
proximidade foi contabilizada. Ao final do estudo, relacionou-se a contagem da proximidade
com 0s eventos reprodutivos ocorridos, a fim de avaliar se 0 posicionamento do grupo esta

relacionado a reproducao.

Quadro 1 - Etograma dos comportamentos reprodutivos de cacdo lixa Ginglymostoma cirratum. Os
comportamentos listados foram descritos segundo as defini¢bes dos trabalhos de Klimley (1980), Carrier
et al. (1994) e Pratt & Carrier (2001).

Comportamentos Descricao

Natacdo Paralela Natacao sincrénica entre uma fémea e um
ou dois machos, com distancia menor que
duas nadadeiras peitorais entre 0S

individuos.
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Seguir

Macho segue proximamente uma fémea,
com seu nariz direcionado ao ventre da
fémea. Em alguns momentos, o macho
pode encostar o focinho no ventre da

fémea.

Mordida Peitoral

Macho morde a margem posterior ou

engolfa a nadadeira peitoral da fémea.

Evitar — Fémea Girando o Corpo

Fémea gira em 90° a regido anterior em
frente a0 macho; em seguida endireita-se,
ficando perpendicular ao macho; e entdo

gira seu corpo 130° sobre suas costas.

Evitar — Fémea Deitada de Costas

Fémea permanece imdvel e rigida, com o
ventre para cima, durante contato do

macho.

Comportamento Agressivo do Macho

Macho realiza comportamentos agressivos

contra a fémea em fuga.

Reposicionar

Macho movimenta a fémea da posicao

perpendicular a paralela.

Deitar Paralelamente e Elevar a Cauda

Casal permanece no substrato, com a

fémea elevando sua cauda. Esse

comportamento demonstra aceitacdo da

fémea.

Arqueamento da Fémea e Dobra de
Nadadeiras

Apos receber a mordida peitoral, a fémea
se arqueia e dobra suas nadadeiras
pélvicas como forma de facilitar a

insercédo do clasper.

Macho sobre Fémea

Macho se posiciona sobre a fémea, que ja

esta com a regido ventral para cima.

Giro do Macho

Macho gira seu corpo, ficando com a
regido ventral para cima e paralelo a

fémea (também nessa posigéo).

Deitados de Costas

Casal permanece em paralelo e sem

movimento, deitados sobre suas regides
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dorsais. E nessa posicdo que pode ocorrer
a insercéo do clasper.

Flexdo do Clasper Um dos claspers do macho dobra
gradualmente em arco de 60° em direcdo a

fémea.

Insercao do Clasper Macho insere um de seus claspers na

cloaca da fémea.

2.3.ENRIQUECIMENTO OLFATIVO

O enriquecimento olfativo utilizado foi uma mistura de manjericdo comercial
(Ocimum basilicum) com agua na forma de bloco de gelo (proporcdo de 0,36g de folhas de
manjericdo e 4,5mL de agua para cada 1000L de agua do tanque), propiciando dispersao
continua no recinto durante a observacdo. A escolha desta erva deveu-se ao fato de o
manjericdo apresentar propriedades antioxidantes nos tecidos ovarianos em ratos (Khaki et al.,
2013), bem como aumento da espermatogénese, viabilidade, motilidade e testosterona sérica
total (Khaki et al., 2011). Além disso, por ser um item que os animais ndo foram previamente
sensibilizados, esperava-se que ndo houvesse relacdo direta com a alimentagéo e, com isso,

nédo gerasse apenas aumento de comportamentos de forrageio.

O manjericdo teve uma Unica origem (um unico fornecedor), a fim de garantir que nédo
ocorressem diferencas genéticas entre os locais de estudo. A erva foi batida com &gua em
liquidificador, a fim de obter uma mistura homogénea. Apds congelamento em camara fria,
para que o material derretesse lentamente, o bloco foi inserido em um cesto para evitar o
acesso direto ao material por parte dos animais e, a0 mesmo tempo, permitir maior superficie
de contato com a agua (Figura 5). O bloco de gelo permaneceu na &gua até seu total

derretimento.
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Figura 5 — Dispositivo utilizado para o enriquecimento olfativo ofertado a Ginglymostoma cirratum. O
bloco de gelo com manjericao foi inserido em um cesto com furos e colocado no tanque para uma lenta e
constante dispersdo no ambiente. A esquerda encontra-se o material ofertado a populagdo do Projeto
TAMAR da Praia do Forte (BA) e a direita o material ofertado a populacdo do Aquério de S&o Paulo

(SP). O tamanho variavel do enriquecimento deveu-se & diferenca entre os tamanhos dos recintos.

A fim de evitar uma possivel super-estimulagdo dos animais por se tratar de sistemas
de agua semi-fechados, o material foi fornecido em trés momentos de inatividade e trés de
atividade na primeira etapa do estudo (1°, 5° e 8° dia de observacdo em inatividade e 1°, 4° e
8° em atividade). Durante o periodo entre as etapas (ap6s a realizacdo do tratamento de curto
prazo em cada aquario), o fornecimento de enriquecimento olfativo ocorreu de forma mais
intervalada (dois enriquecimentos por més) e em horérios aleatorios para evitar que o

enriquecimento se tornasse parte da rotina.

Para facilitar a introducdo do enriquecimento olfativo na rotina de manejo de ambas
instituicdes, o bloco de gelo foi substituido por um extrato (respeitando as mesmas proporc¢des
de gramas de folha de manjericdo por recinto). Para preparar o extrato, o material vegetal foi
submetido a secagem em estufa com circulacdo de ar (40°C) por 48 horas. O material
desidratado foi triturado em moinho de facas (membrana 0.5 mm de diametro), a fim de se

obter material uniforme visando otimizar a extracgéo.

O procedimento de extracdo foi realizado na propor¢do 1:5 (solido:solvente), a dgua
destilada foi escolhida como solvente extrator para garantir a solubilidade do material e evitar
quaisquer riscos de toxicidade aos animais. A extracéo foi realizada em 48 horas sob rotacéo
(120 RPM) e temperatura controlada (27°C). O sobrenadante foi submetido a filtracdo
convencional e liofilizado até completa desidratacdo. O extrato final pode ser observado na

figura 6. Este extrato foi diluido em agua do proprio tanque e entdo foi disperso no recinto.
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Figura 6 - Extrato liofilizado de manjericdo (Ocimum basilicum) usado como enriquecimento olfativo para

cacgao-lixa.
2.4 ANALISE DE DADOS

A partir da coleta de dados foi possivel avaliar tanto a frequéncia de ocorréncia de
comportamentos reprodutivos (quantidade de vezes que um comportamento reprodutivo
qualquer ocorreu durante cada observacgdo), quanto a riqueza comportamental (quantidade de
atos comportamentais realizados pelo animal durante cada observacéo) e a proximidade dos
individuos. Os dados foram analisados pelo Programa R (R Core Team, 2012), com a analise
do efeito do enriquecimento sendo feita pelo teste GLMM através da funcdo glmer. Para
melhor compreender o efeito do enriquecimento, as variaveis fase do estudo, sexo e periodo
do dia foram consideradas como fixas, enquanto que as variaveis individuo e instituicdo
foram inclusas como aleatérias no modelo (Bates et al., 2015). A interacdo entre as variaveis
sexo e fase e as varidveis periodo e fase foram também inclusas no modelo. O erro de
estrutura considerado foi o de Poisson (Crawley, 2013). A analise diferencial encontrada no
modelo foi realizada a posteriori pelo Teste de Contraste de Tukey através da funcdo glht
(Zar, 2010, Crawley, 2013). Para a analise de proximidade, devido a ndo normalidade dos
dados, foi selecionado o teste de correlacdo de Spearman considerando as varidveis frequéncia
de ocorréncia de comportamentos reprodutivos e a proximidade entre macho e fémea. O teste
foi realizado no Programa R através da funcdo cor.test (Crawley, 2013). Esta mesma analise
foi feita comparando as variaveis frequéncia de ocorréncia de comportamentos de machos
para uma determinada fémea e frequéncia de ocorréncia de movimentagdo corporal, um novo

comportamento identificado no estudo.
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3. RESULTADOS

A andlise de atividade identificou dois picos para a populacdo do Aquério de Séo
Paulo (local A), um entre as 14:45 e 15:45h e outro entre as 20:30 e 01:45h. Pelo fato do
primeiro horério estar relacionado a atividade de alimentacéo, foi selecionado um periodo
dentro do segundo pico, o qual correspondeu a observacdo das 21:00 as 23:00h. Para a selecdo
do periodo de observacdo de inatividade, foi selecionado o horario das 06:00 as 08:00h por
ser o periodo de maior inatividade consecutiva, permitindo as duas horas de observagdo
dentro deste perfil de atividade.

Na populacéo do Projeto TAMAR (local B), um pico de atividade foi observado entre
as 14:30 e as 16:30h. Este pico estava relacionado ao horario de alimentacdo (que ocorre as
16:30h). Porém, por ter sido identificado apenas um outro pico de atividade com duracéo
menor que uma hora (entre 02:45 e 03:30), foi mantida a observacdo durante a atividade pré-
alimentacdo. A observacdo de inatividade poderia ocorrer das 04:00 as 13:45h, das 19:15 as
20:30h e das 23:30 as 02:00h; porém a escolha do horéario das 10:45 as 12:45h ocorreu tanto
por estar dentro do maior periodo de inatividade consecutivo, quanto para evitar interferéncias
extras (como o uso de lanternas) e para evitar englobar alteragdes da rotina de manejo (como
limpeza de tanque que ocorria tanto no inicio da manh& como apds as 19hs).

Durante a observacdo comportamental foram observados diversos comportamentos
reprodutivos, como se segue: seguir, mordida peitoral, movimentacdo de claspers,
reposicionar, natacdo paralela, evitar, elevar a cauda e movimento corporal. Apesar das
sequéncias reprodutivas, durante o periodo de observacdo nenhum evento reprodutivo chegou
a fase de coOpula. Entretanto, nos meses de observacdo foram vistas cdpulas em ambas as
instituicdes fora do periodo de observacéo.

Na andlise do GLMM foi evidenciado que a frequéncia de ocorréncia do
comportamento reprodutivo é significativamente maior no periodo inativo do que no periodo
ativo (p=0,013846), significativamente maior em machos que em fémeas (p=0,000209)
(Figura 7) e significativamente maior na fase de longo prazo (p<le-04) do que as fases
controle e de curto prazo, bem como maior na fase de curto prazo (p=0,00991) do que na fase

controle (Figura 8).
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Figura 7 - Frequéncia do comportamento reprodutivo de cagdes lixa Ginglymostoma cirratum por sexo.
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Figura 8 - Frequéncia do comportamento reprodutivo de cag¢des lixa Ginglymostoma cirratum em trés fases

do estudo (A = controle; B = enriquecimento a curto prazo; C = enriquecimento a longo prazo).

Além destas diferencas, foi possivel notar interacdo entre as variaveis enriquecimento
a longo prazo e periodo do dia (p=0,003620), sendo que a frequéncia de ocorréncia de
comportamentos reprodutivos no periodo inativo foi significativamente maior que no periodo

ativo; também foi observado interacdo entre o0 sexo dos animais e a fase de enriquecimento a
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curto prazo (p=0,008670), e 0 sexo e a fase de enriquecimento a longo prazo (p<2e-16) e
enriquecimento a longo prazo e periodo do dia, sendo que as fémeas apresentaram um
crescimento continuo na frequéncia entre as fases do estudo, enquanto que os machos
apresentaram ocorréncias maiores (outliers) na fase de curto prazo, quando comparado as

fases controle e longo prazo.

A segunda anélise GLMM identificou que a riqueza comportamental dos machos foi
significativamente maior que a das fémeas (p=7,69e-05), assim como a riqueza na fase de
longo prazo foi significativamente maior que na fase controle (p<0,001), mas n&o houve
diferenca quanto ao periodo (p=0,30056) e entre o controle e a fase de curto prazo
(p=0,1259). Foi também possivel observar interacao entre as variaveis sexo e enriquecimento
a curto prazo (p=0,00888) e a longo prazo (p=0,00209), onde em ambos 0s casos 0s machos

apresentaram uma riqueza maior que as fémeas.

Durante este estudo, foi observado que o extrato de manjericdo teve durabilidade de 2
a 3 dias. Essa duracao foi inferida a partir dos resquicios encontrados nos filtros do tanque nos

dias que seguiram a insercdo do enrigquecimento.

A avaliacdo de proximidade permitiu encontrar correlacdo positiva entre as variaveis
proximidade e frequéncia de comportamento reprodutivo dos machos desempenhados para
cada fémea (r = 0,1590483, p=3,616e-06) (Figura 15). A partir dessa correlacéo, foi realizado
0 GLMM que identificou o periodo inativo com maior frequéncia de ocorréncia de
comportamentos reprodutivos do que o periodo ativo (p<2e-16) e a fase de enriquecimento a
longo prazo (p<2e-16) com maior frequéncia do que a fase controle (p<le-05) e a fase de
curto prazo (p<le-05). Além destas diferencas, foi possivel notar interacdo entre as variaveis
periodo e enriquecimento a curto prazo (p=1,37e-08) e periodo e enriquecimento a longo
prazo (p=0,000912), onde novamente o periodo inativo apresentou maior frequéncia do que o

periodo ativo.
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Figura 15 — Andlise da correlacdo entre o nivel de proximidade entre machos e fémeas com a frequéncia
de comportamentos reprodutivos de machos desempenhados para estas fémeas. Teste de correlacdo de
Spearman com Rho = 0,1590483 e p=3.616e-06.

Apesar de identificada a correlacdo positiva com a proximidade dos animais, essa
correlacdo foi baixa (r=0,1590483) e pode ndo ser uma representacdo fiel da realidade. Com
isso, um comportamento identificado no decorrer do trabalho apareceu como possivel
indicativo de proceptividade e receptividade: o movimento corporal. Este comportamento
corresponde a fémea quando se movimenta fazendo um zigue-e-zague com 0 COrpo,
esfregando-o sobre o substrato. Durante o periodo gestacional e em fémeas que estdo em
periodos proximos a liberacdo de capsula de ovo foi observado aumento de intensidade. A
partir dessas observacdes, foi feito o teste de correlacdo de Spearman, o qual encontrou uma
correlacdo positiva forte entre a frequéncia de ocorréncia de comportamentos reprodutivos
desempenhados para uma fémea e a frequéncia de ocorréncia do comportamento de

movimentacao corporal (r=0,6236600, p<2,2e-16) (Figura 16).
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Figura 16 - Andlise da correlacdo entre a frequéncia de comportamentos reprodutivos que machos
desempenharam para cada fémea e a frequéncia de ocorréncia do comportamento movimento corporal.

Teste de correlacdo de Spearman com Rho = 0,6236600 e p=2,26e-16.
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4. DISCUSSAO

O uso de enriquecimento ambiental em aquarios de visitacdo pablica tem como um
dos principais objetivos promover o bem-estar animal e aumentar a exibicdo de
comportamentos naturais (Naslund & Johnsson, 2014). Porém o bem-estar de animais
aquaticos é pouco estudado quando comparado com animais terrestres, sendo evidente a
escassez de estudos que analisem o bem-estar e a aplicacdo de enriquecimento ambiental com
elasmobranquios (N&slund & Johnsson, 2014; Greenway et al., 2016). Neste contexto, este
trabalho apresentou um novo enriquecimento ambiental de féacil acesso e baixo-custo

financeiro, aparecendo como uma nova op¢ao para aquarios que exibam elasmobranquios.

A aplicacdo do enriquecimento olfativo (manjericdo) neste estudo afetou
positivamente 0os comportamentos reprodutivos de cacBes-lixa, sendo observado aumento na
frequéncia de comportamentos reprodutivos tanto na fase de curto prazo, quanto na de longo
prazo. Além deste aumento, tanto a riqueza quanto a proximidade entre 0s casais tiveram
aumento apos a inclusdo do enriquecimento na rotina de manejo (longo prazo). Essa relacao
entre a utilizacdo de enriquecimento ambiental com as taxas reprodutivas de algumas espécies
ja havia sido relatada por alguns autores (Carlstead & Shepherdson, 1994; Clark & King,
2008; Nielsen et al., 2015) inclusive havendo relatos com peixes 6sseos (Wafer et al., 2016),

porém esta é a primeira vez que foi demonstrado em elasmobranquios.

Pesquisas sobre o uso do enriquecimento ambiental mostram que seu objetivo é
atingido através do efeito da novidade (Crofton et al., 2015), sendo que 0s animais podem se
habituar a um mesmo enriquecimento quando usado em altas frequéncias, tornando-o menos
efetivo (Kuczaj et al., 2002; Tarou & Bashaw, 2007; Anderson et al., 2010). Apesar do uso
continuo do manjericdo como enriquecimento olfativo (durante o periodo de um ano), o efeito
a longo prazo foi maior em todas as variaveis observadas, o que indica sua alta efetividade.
Provavelmente essa eficiéncia esta relaciona com o protocolo de aplicacdo de enriquecimento
criado neste estudo. Isso porque o extrato de manjericdo se mantinha no tanque por até trés
dias, tendo alta interagdo com os animais, porém sendo incluso novamente apenas apos um
intervalo de aproximadamente 15 dias. Este intervalo aparentemente foi suficiente para gerar
o fendmeno de recuperacdo instantanea, no qual um intervalo de tempo para a reapresentacéo
de um mesmo enriquecimento € suficiente para que este continue estimulando reacbes

comportamentais nos animais (Tarou & Bashaw, 2007; Anderson et al., 2010).
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Outro indicativo de que o enriquecimento olfativo aumentou a responsividade dos
machos as pistas sensoriais do ambiente foi o interesse direcionado a uma fémea especifica
que posteriormente foi diagnosticada como prenhe (correspondeu a aproximadamente 92% da
frequéncia de ocorréncia de comportamento reprodutivo que 0 macho desempenhou na fase
de longo prazo). Este interesse pontual também colabora com a teoria de mediacdo olfativa
em elasmobranquios (Johnson & Nelson, 1978; Luer & Gilbert, 1985; Yano et al., 1999;
Henningsen et al., 2004a, Gardiner et al., 2012). Possivelmente, um programa de
enriquecimento ambiental que siga o protocolo criado no presente estudo, porém inclua
diferentes ervas a cada més, possa gerar um efeito ainda maior na responsividade dos machos

e, consequentemente, nos eventos reprodutivos.

Além do efeito direto no comportamento, 0 sexo dos animais apareceu como uma
varidvel que afetou o modelo criado. A diferenca na frequéncia de ocorréncia e na riqueza de
comportamentos reprodutivos pode ser explicada pelo fato dos machos apresentarem
comportamentos ativos de perseguicdo e investimento nas fémeas (Klimley, 1980; Carrier et
al., 1994; Pratt & Carrier, 2001), o que € responsavel pela maior ocorréncia de
comportamentos pré-copulatérios, como 0s comportamentos de seguir e movimentar 0s

claspers.

O sexo também apresentou interacdo com as fases do estudo, o que indica que houve
diferenca no efeito do enriquecimento de acordo com essa variavel, em especial no efeito sob
as fémeas a longo prazo. Considerando que machos precisam encontrar fémeas receptivas em
ambiente natural através de provavel mediacdo olfativa (Klimley, 1980; Pratt & Carrier,
2001), seus sistemas sensoriais poderiam ser mais desenvolvidos do que os encontrados em
fémeas e, com isso, enriquecimentos olfativos gerariam maiores efeitos nesse sexo, tornando
seus sentidos mais agucados. Tal dimorfismo sexual em drgaos olfativos ja foi descrito para a
raia Narcine timlei (Waghray, 1985) e para o cagdo Scyliorhinus canicula (Arif, 2011), sendo
que neste segundo, ha inclusive dimorfismo sexual nas Ampolas de Lorenzini (Crooks &
Waring, 2013). Ambos dimorfismos em S. canicula estdo potencialmente relacionados com a
habilidade de detectar parceiros e, consequentemente, conseguir copular (Arif, 2011; Crooks
& Waring, 2013).

Essa teoria explicaria 0 aumento nos outliers da frequéncia de ocorréncia de
comportamentos reprodutivos bem como no outlier da riqueza comportamental de machos

entre a fase controle e curto prazo, quando comparado com as fémeas nestas mesmas fases.
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Enquanto que o maior aumento observado na fase de longo prazo em fémeas pode ser
explicado por dois motivos: a presenga de uma fémea receptiva (prenhe) durante a fase de
longo prazo fez com que a média dos comportamentos reprodutivos das fémeas aumentasse
neste momento, evidenciando interacdo entre as variaveis sexo e fase; além disso, a exposicao
de peixes a enriquecimentos a longo prazo gera maiores efeitos quando comparados com
animais recém expostos ao enriquecimento (Bergendahl et al., 2015). Apesar disso, ndo foi
observado maior efeito a longo prazo nos machos, o que indica uma possivel habituacdo que
pode estar relacionada com a teoria de maior sensibilidade ao olfato. E importante destacar
que os outliers para estudos de eventos comportamentais pouco frequentes ndo devem ser
descartados, visto que fornecem informacdes sobre a real distribuicdo dos dados (Shahbaba,
2012).

Além do sexo, a variavel periodo também se destacou neste estudo. A anélise de perfil
de atividade encontrou picos relacionados as sessdes de alimentacdo e ao periodo noturno.
Esse resultado corrobora com a biologia da espécie, visto que sdo animais noturnos
(Compagno, 2001) e sdo adaptados a economia de gasto energético, com modo de vida
sedentéario (Whitney et al., 2016). Dessa forma, a estratégia de menor custo energético
relacionaria 0 aumento de atividade apenas as funcfes essenciais, como a alimentacdo e a
reproducdo. Apesar disso, nos modelos gerados para analise de frequéncia de ocorréncia e de
proximidade, o periodo inativo foi o que apresentou maior relacdo com o0s eventos

reprodutivos.

Carrier et al. (1994) apontaram a possibilidade de ndo haver periodo preferencial para
a reproducdo em ambiente natural, porém uma conclusao clara ndo péde ser tomada, visto que
foram feitas mais observacfes em periodos diurnos do que noturnos (momento que sdo mais
ativos) (Compagno, 2001). Apesar de ter sido identificada diferenga no presente estudo, o fato
do periodo inativo coincidir com o horéario de funcionamento de instituicdes que mantém esta
espécie favorece que mais estudos sejam realizados sobre a reproducdo de cacdo-lixa, ja que
parte das dificuldades observacionais neste ambiente é diminuida se ocorrer no periodo

diurno.

Além da analise do efeito do enriquecimento olfativo, o presente trabalho encontrou
dois indicativos da proceptividade das fémeas: a proximidade e a movimentagdo corporal.
Conhecer os comportamentos proceptivos € importante, pois permite entender o contexto dos

eventos reprodutivos, visto que as fémeas ndo sdo essencialmente passivas na reproducdo e a
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proceptividade aparece como o indicativo comportamental dado como resposta a um estimulo
de um macho conspecifico (Beach, 1976). Dessa forma, a proximidade e a movimentacao

corporal aparecem como comportamentos socio-sexuais em cacgdes-lixa.

Apesar de ser uma espécie gregaria (Compagno, 2001), a proximidade entre 0s
individuos foi correlacionada com o0s comportamentos reprodutivos que machos
desempenharam as fémeas. Esse resultado sugere que as agregagdes ndao sdo formadas
aleatoriamente, havendo escolha relacionada a atratividade entre os casais. Durante a
pesquisa, foi observada na maior populacdo (local A) possivel preferéncia de agregacdo, na
qual uma fémea encontrava-se frequentemente em repouso do lado de um macho especifico,
porém dificilmente proxima do outro macho do tanque. Mais estudos que analisem a
proximidade devem ser realizados para analisar se essa escolha de agregacéo € um indicativo

de escolha de parceiros reprodutivos.

Além da proximidade, o movimento corporal foi também considerado comportamento
proceptivo. Este é o primeiro relato deste comportamento que se difere do Grooming (rolar o
corpo sobre o substrato para remocéo de parasitas) (Smith et al., 2015) por ocorrer enquanto o
animal estd em repouso e de forma mais continua. A associacdo deste comportamento com a
reproducdo deveu-se por este ter ocorrido com maior intensidade em uma fémea no dia em
que esta liberou uma céapsula de ovo, bem como ter ocorrido com outra fémea apenas durante

seu periodo receptivo (fémea prenhe).

Possivelmente este movimento de zigue-e-zague contribui para a movimentacdo do
trato reprodutivo, o que facilitaria a liberacdo das capsulas de ovo dos ovarios para os Uteros.
Devido ao fato do movimento corporal ocorrer com o animal em repouso no substrato, ndo é
possivel avaliar se ha abertura de cloaca durante 0 movimento. Apesar disso, caso a funcao do
comportamento seja realmente a sugerida neste trabalho, é provavel que ocorra uma liberacdo
de pistas sensoriais em conjunto, o que explicaria o fato do interesse direcionado do macho na

fémea receptiva.

Mais estudos sobre a proceptividade de elasmobranquios sdo necessarios para que se
permita maior entendimento sobre o0s comportamentos sOcio-sexuais e 0s eventos
reprodutivos em si. A percepc¢do de fémeas receptivas em ambientes controlados € de extrema

importancia, para que os programas de reproducdo sejam direcionados a essas fémeas e
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também haja um maior acompanhamento nos indicativos de prenhez nos meses seguintes a

época reprodutiva.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Enriquecimento ambiental € uma pratica de manejo com potencial efeito no bem-estar
animal, sendo que para cagdes-lixa, Ginglymostoma cirratum, o enriquecimento olfativo de
manjericdo foi eficiente em aumentar a frequéncia de ocorréncia de comportamentos
reprodutivos, bem como a riqueza de comportamentos reprodutivos. Neste contexto,
instituicdes que exibam elasmobranquios devem inserir enriquecimentos ambientais na rotina

de manejo, principalmente se desejarem atingir o sucesso reprodutivo.

O fato do enriquecimento olfativo ter aumentado os comportamentos reprodutivos
desta espécie aparece como mais um indicativo da mediacdo olfativa na espécie, visto que
deixa os individuos mais alertas as pistas sensoriais do ambiente. Porém, apesar da eficiéncia
do enriquecimento olfativo de manjericdo, é necessario que 0s protocolos de manejo sejam
bem delineados para que ndo ocorra uma super-estimulacdo, visto que 0s tanques
normalmente apresentam sistemas de circulagdo fechados, e nem uma habituacdo ao

enriquecimento, pela recorréncia de utilizacdo de um mesmo tipo.

Assim, é importante conhecer 0 tempo gque 0 enriquecimento continua fazendo efeito
dentro do tanque e o tempo para se atingir o fenbmeno da recuperacao instantanea. Essas
informagdes, em conjunto com dados das prdprias populacdes (como horarios de manejo e
periodos de atividade), permitem criar um protocolo que possa se prolongar a longo prazo e

atingir resultados ainda maiores.

Adicionalmente, conhecendo 0s comportamentos proceptivos da espécie (proximidade
e movimento corporal), é possivel realizar um acompanhamento da preparacdo das fémeas e
identificar os periodos em que estdo com maior probabilidade de estarem receptivas. Com
1SS0, 0s programas de reproducdo devem ser direcionados a estas fémeas e intensificados no

periodo de maior receptividade como tentativa de aumentar a efetividade dos mesmos.
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ANEXO 1

INFORMAGCOES SOBRE OS ESPECIMES ESTUDADOS

-Macho 1 (Bruce): Macho adulto do local A. Chegou na instituicdo em 2008 e foi visto
exibindo comportamentos reprodutivos previamente ao estudo pela equipe técnica local,
sendo entdo considerado adulto para este estudo. E diferenciado das fémeas por apresentar
clasper e do outro macho por apresentar a primeira nadadeira dorsal “recortada”. Por as
marcas naturais ndo serem t&o evidentes, nas duas fases iniciais do trabalho o animal foi
marcado com velcro, porém na terceira fase ndo foi marcado por a observadora ter se
familiarizado com as marcas naturais [Crédito da imagem: Bruno Ogata].

-Macho 2 (Tutuzinho): Macho adulto do local A. Chegou na instituicdo no ano de 2008 como
um individuo juvenil, até o presente trabalho havia sido observado interesse nas fémeas,
porém nunca visto tentativa efetiva de cdpula, apesar disso, foi considerado adulto para o
presente estudo. Além da presenca de clasper, este individuo se diferencia dos outros por
apresentar cor mais amarronzada e a mancha branca na base da primeira nadadeira dorsal bem
evidenciada. Este individuo recebeu marcacdo com velcro apenas nas primeiras duas fases do
estudo, porém, como o Macho 1, ndo foi necessario marca-lo na dltima[Crédito da imagem:
Bruno Ogata].
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-Macho 3 (Pao de Leite): Macho adulto do local B. Chegou na instituicdo em 2002 e, além de
exibir comportamentos reprodutivos, ja obteve sucesso na reproducdo com uma fémea da
mesma instituicdo. Diferencia-se dos outros individuos do local pela presenca de clasper, por
ser o individuo de cor mais clara e por sua primeira nadadeira dorsal apresentar em sua regido
central dois triangulos como recorte. Este individuo ndo recebeu marcacdo de velcro em
nenhuma fase do estudo.

-Fémea 1 (Elen): Fémea adulta do local A. Chegou na instituicdo no ano de 2010 e até o
presente estudo, ndo havia relatos de comportamentos reprodutivos com esta fémea. Por ter
apresentado comportamentos reprodutivos nas observacfes, foi considerada como adulta.
Diferencia-se dos outros individuos do tanque por apresentar um grande recorte na primeira
nadadeira dorsal em formato de “L”. Esta fémea nao recebeu marcacao de velcro em nenhuma
fase do estudo por sua marcacao natural ser evidente inclusive no periodo noturno [Crédito da
imagem: Bruno Ogata].
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-Fémea 2 (Gabi): Fémea adulta do local A. Chegou em 2013 ja como um individuo adulto, foi
vista pela equipe técnica envolvida em eventos reprodutivos e apresenta preferéncia por um
local especifico do tanque, onde normalmente permanece sozinha. Sua coloracdo é azulada e
sua primeira nadadeira dorsal apresenta um recorte ondulado. Por a noite ser muito dificil de
identifica-la, permaneceu com marcacdo de velcro na base da cauda nas trés fases [Crédito
das imagens: Bruno Ogata].

-Fémea 3 (Gorda): Fémea adulta do local A. Esta na instituicdo desde 2008, quando ja chegou
como adulta. Ha relatos de cépulas com esta fémea prévios ao estudo. Suas principais
diferencas sdo o maior tamanho, o recorte na ponta da nadadeira pélvica direita e 0 pequeno
triangulo recortado no centro da nadadeira peitoral direita. Também devido a dificuldade de
observar estas diferencas a noite e em alguns locais do tanque, este individuo permaneceu
com marcacao de velcro nas trés fases do estudo [Crédito das imagens: Bruno Ogata].
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-Fémea 4 (Bolinha): Fémea adulta do local A. Este individuo chegou na instituicdo em 2008,
porém desde entdo ndo houve relatos de participagdo em eventos reprodutivos. Por ter
realizado comportamentos reprodutivos neste estudo, foi também considerada como adulta.
Diferencia-se dos outros individuos por apresentar cor azulada e sua primeira nadadeira dorsal
apresentar dois pequenos recortes (um triangular central e outro em meia lua na parte
superior). Devido a dificuldade de identificar estas diferengas no periodo noturno, esta fémea
foi marcada com velcro nas trés fases do estudo [Crédito da imagem: Bruno Ogata].

-Fémea 5 (Machadinha): Fémea adulta do local A. Chegou como um individuo juvenil na
instituicdo no ano de 2013. Ndo havia sido observada em eventos reprodutivos previamente e
é o animal mais curioso do tanque. Por ter realizado comportamentos reprodutivos neste
estudo, foi também considerada como adulta. Apresenta como marca natural uma deformacéo
na regido dorsal, na forma de uma pequena depressdo; também apresenta dois pequenos
recortes triangulares na regido central da primeira nadadeira dorsal. Apesar dessas diferencas,
esta fémea foi marcada na primeira fase do estudo para habituacdo da observadora [Crédito da
imagem: Bruno Ogata].
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-Fémea 6 (Capixaba): Fémea adulta do local A. Este individuo estd na instituicdo desde 2010
e ndao foram relatados eventos reprodutivos envolvendo esta fémea. Por ter realizado
comportamentos reprodutivos neste estudo, foi também considerada como adulta. Sua
diferenciacdo natural é seu tamanho e um pequeno recorte na nadadeira peitoral esquerda,
porém por sua similaridade com a fémea 3, o individuo foi marcado com velcro nas trés fases
de estudo [Crédito da imagem: Bruno Ogata].
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-Fémea 7 (Acai): Fémea adulta do local B. Este individuo chegou em 2002 e é considerada
adulta por ter apresentado mais de uma prenhez. A diferenciacdo que apresenta dos outros
individuos do tanque sdo sua coloracdo escura e arroxeada, seu maior tamanho, a presenca de
um recorte triangular na base da primeira nadadeira dorsal e a presenca de um pequeno
recorte também triangular na parte superior da segunda nadadeira dorsal. Este individuo ndo
foi marcado com velcro em nenhuma fase do estudo e foi identificado novamente como
prenhe apds o término do trabalho.
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-Fémea 8 (Mascote): Fémea adulta do local B. Esté na instituicdo desde 2002, quando ainda
era juvenil e é considerada pela equipe técnica como o individuo mais curioso do local. Foi
considerada adulta neste trabalho por ter sido relatado que no ano anterior ao inicio do estudo
houve tentativa de cOpula com esta fémea. Difere-se dos outros individuos do local por
apresentar um grande recorte triangular no centro da primeira nadadeira dorsal e um pegqueno
triangulo na base da segunda nadadeira dorsal. Este individuo ndo apresentou marcagdo por
velcro em nenhuma fase do estudo.
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ANEXO 2

ILUSTRACAO DOS COMPORTAMENTOS REPRODUTIVOS DE CACAO-LIXA
GINGLYMOSTOMA CIRRATUM OBSERVADOS NO ESTUDO

-Natacdo Paralela (natacdo sincronica entre uma fémea e um ou dois machos, com distancia
menor que duas nadadeiras peitorais entre os individuos):

LaE s R ol
S, A

-Sequir (macho segue proximamente uma fémea, com seu nariz direcionado ao ventre da
fémea. Em alguns momentos, 0 macho pode encostar o focinho no ventre da fémea):
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-Mordida Peitoral (macho morde a margem posterior ou engolfa a nadadeira peitoral da
fémea):

-Evitar/Fémea Girando o Corpo (fémea gira em 90° a regido anterior em frente ao macho; em
seguida endireita-se, ficando perpendicular ao macho; e entdo gira seu corpo 130° sobre suas
costas):

-Evitar/Fémea Deitada de Costas (fémea permanece imdvel e rigida, com o ventre para cima,
durante contato do macho):
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-Reposicionar (macho movimenta a fémea da posi¢do perpendicular a paralela):

-Deitar Paralelamente e Elevar a Cauda (casal permanece no substrato, com a fémea elevando
sua cauda. Esse comportamento demonstra aceitacdo da fémea):

-Arqueamento da Fémea e Dobra de Nadadeiras (ap6s receber a mordida peitoral, a fémea se
arqueia e dobra suas nadadeiras pélvicas como forma de facilitar a inser¢do do clésper):




46

-Macho sobre a Fémea (macho se posiciona sobre a fémea, que ja esta com a regido ventral
para cima):

-Flexdo do Césper (um dos claspers do macho dobra gradualmente em arco de 60° em direcao
a fémea):




-Insercéo do Clasper (macho insere um de seus claspers na cloaca da fémea):
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