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RESUMO

Animais sociais interagem agressivamente para estabelecer territrios e
hierarquia de dominancia. Para evitar lutas constantes e reduzir a probabilidade
de injdrias, eles mantém a posi¢do social por meio de displays e outros tipos de
sinalizacao social. Em algumas espécies de peixes, sinais quimicos que sinalizam
a posicao social séo liberados na agua. Porém, a troca da 4gua em aquarios ou
tanques de criacdo (necesséaria para remover restos de alimentos e materiais
organicos) diluem os sinais quimicos, atrapalhando a comunicacédo social e o
reconhecimento da posicédo social. O resultado € um aumento e persisténcia da
interacdo agressiva, 0 que pode causar severas injurias fisicas e aumentar o nivel
de estresse social nos peixes. Nesse estudo, perguntamos se a agressividade
estd associada com os niveis de sinais quimicos diluidos. Assim, foi testado o
efeito da quantidade de agua do aquéario renovada na agressividade e
estabilidade social em dois ciclideos neotropicais, o Pterophyllum scalare e o
Cichlasoma paranaense, pois 0 mecanismo pode variar entre espécies.
Observamos para P. scalare que a renovacdo de uma pequena quantidade de
agua (25%) interfere menos no comportamento agressivo dos individuos dentro
do grupo social do que uma maior quantidade de agua (50%). Além disso, a
agressividade rapidamente retorna a niveis basais. Em contraste a renovacao de
50% da agua parece reduzir as interacdes agressivas no grupo de C. paranaense.
Assim, esses efeitos podem estar associados a mecanismos diferentes de

sinalizagdo social entre as espécies de ciclideos.

PALAVRAS-CHAVE: hierarquia social, comunicacédo quimica, aquariofilia, sinais

sociais.
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ABSTRACT

Social animals interact aggressively to establish territories and social hierarchy. To
avoid constant fights and reduce the probability of injuries, they signalize social
rank by means of displays and other types of signaling. In some fish species,
chemicals that signalize social rank are released into the water. However, the
water renewal in aquaria or breeding tanks (required to remove food leftovers and
organic materials) dilutes the chemicals, therefore impairing social communication
and rank recognition. The result is an increased and constant group aggressive
interaction that may cause severe physical injuries, and raise fish’s social stress
levels. In this study, it was asked whether the aggressiveness is associated with
the levels of chemicals diluted. Then, it was tested the effect of the amount of
aguarium's water renewed on the aggressiveness and social stability in two
Neotropical cichlids, Pterophyllum scalare, and Cichlasoma paranaense, as the
mechanisms can vary according to the species. It was noticed to P. scalare that
the renovation of a small amount of aquarium’'s water (25%) interfere less in
aggressive behavior of individuals within the social group than in higher changing
water (50%). Aggressiveness, moreover, quickly returns to basal levels. In
contrast, the renewal of 50% of water seems to reduce aggressive interactions in
C. paranaense's social groups. Thus, these effects may be associated with

different mechanisms of social signaling between the cichlid species.

KEY-WORDS: social hierarchy, chemical communication, aquarism, social
signals.
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INTRODUCAO GERAL

As interacdes sociais em peixes sao influenciadas por sinais visuais,
quimicos e sonoros (Bronmark & Hansson, 2000). Entretanto, em ambientes
aguaticos, a comunicacéo visual e auditiva podem se tornar menos perceptiveis
devido a alguns fatores como turbidez da agua, baixa luminosidade e alta
complexidade do habitat (Bronmark & Hansson, 2000). Assim, 0s sinais quimicos
passam a ter importancia maior, uma vez que sao pouco afetados por esses
fatores. Barcellos et al. (2014) demonstraram que a comunicacao quimica fornece
informacdes adicionais do ambiente para co-especificos que sédo incapazes de

detectar um potencial perigo visualmente (predador).

A comunicacdo quimica em peixes permite o acesso a varias informacoes,
como identificacdo de risco de predacdo (Brown, 2003), tamanho dos co-
especificos (Giaquinto & Volpato, 2005), antecipacdo a possiveis ameacas
(Barcellos et al., 2011), sinalizacdo de alerta (Jorddo & Volpato, 2000; Giaquinto &
Hoffmann, 2010), reconhecimento de parceiros (Thinken et al., 2009; Giaquinto et
al., 2010) e estimulacdo do sistema reprodutivo da fémea (Huertas et al., 2014).
Ela é realizada por meio de sinais quimicos que sao liberados na agua pela urina,
fezes e sangue. Maruska & Fernald (2012) mostraram que machos de
Astatotilapia burtoni usam sinais quimicos encontrados na urina em interacdes
territoriais (intrasexual) e reprodutivas (intersexual). De acordo com Miranda et al.
(2005), as fémeas de Oreochromis mossambicus liberam sinais quimicos na urina
e fezes, que permitem aos machos identificarem a condigdo reprodutiva da
fémea. Barreto et al. (2013), demonstraram que substancias quimicas presentes
no sangue de predadores atuam como substancia de alarme na tilapia-do-nilo (O.
niloticus). Assim, é possivel perceber que a comunicacdo quimica tem diversas

funcBes em peixes e é essencial para a comunicacao social em peixes.

Aléem das funcbes citadas, a comunicacdo quimica também €& uma
importante via de informacdo social entre peixes. As espécies da familia
Cichlidae, por exemplo, vivem em grupos e defendem seu territério, formando
assim uma hierarquia de dominéncia, cuja posi¢ao social € definida por meio de
confrontos agressivos (Turner & Huntingford, 1986). O comportamento agressivo

é formado por lutas ritualizadas, das quais fazem parte interac6es agressivas de
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variavel risco de injurias (Greaves & Tuene, 2001) e gasto energético (Ros et al.,
2006). ApoOs o estabelecimento da hierarquia, os ataques sdo reduzidos e 0s
displays, que sé&o interagcbes de baixo custo energético, se tornam mais
frequentes (Alvarenga & Volpato, 1995; Neat et al., 1998; Ros et al.,, 2006).
Quando a hierarquia de dominancia se estabelece, as sinalizagcdes entre o0s
individuos sdo necessarias para que haja reconhecimento da posicédo social de
cada individuo. Dessa forma, os peixes informam a sua posicao social, reduzindo
as chances de confrontos fisicos diretos constantes. Essas sinalizacdes ocorrem
por meio da coloracdo dos olhos (Volpato et al.,, 2003), coloracdo do corpo
(O'Connor et al., 1999), sons (Amorim et al., 2003; Longrie et al., 2008) e sinais
quimicos (Giaquinto & Volpato, 1997; Goncalves-de-Freitas et al., 2008).

Apesar do conhecimento das funcfes mediadas pela comunicacao quimica
em peixes, na aquariofilia o0 manejo de renovacdo de agua do aquario € realizado
ao menos uma vez por semana (Goldstein, 2001). De acordo com esse autor,
esse manejo é necessario para remover sobras de alimentos e material organico,
0s quais se acumulam e formam compostos nitrogenados que sao toxicos aos
peixes. No entanto, a renovacao também retira substancias quimicas que sao
fundamentais para sinalizar a posicdo social entre 0s peixes, provocando
aumento de interacdes agressivas e instabilidade social nos animais (e.g.
Goncalves-de-Freitas et al., 2008), podendo aumentar o estresse social dos
animais (Johnsson et al., 2006). Essas condicbes sdo indesejaveis para a
aquicultura e manutengdo de animais em aquarios, pois resultam em reducédo do
crescimento (Volpato & Fernandes, 1994) e aparecimento de doencas (Conte,
2004; Gilmour et al., 2005). Assim, sdo necessarios estudos para se definir a
quantidade adequada de renovagdo de agua que permita manter a boa qualidade
da agua sem causar aumento excessivo das interacbes agressivas e,

consequentemente, dos efeitos negativos das interacdes agressivas.

Para este estudo foram escolhidas duas espécie de ciclideos, pois esses
animais usam a comunicag¢do quimica em varios contextos sociais (Keller-Costa
et al., 2015). Além disso, representantes da familia Cichlidae possuem
organizacdo social definida por meio de interacdes agressivas (Baerends &
Baerends-Van Roon, 1950), ideal para testar o objetivo proposto. As espécies

utilizadas foram o Pterophyllum scalare (Schultze 1823) e o Cichlasoma
CAUNESP 7
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paranaense (Kullander 1983) (Perciformes, Cichlidae). O uso dos sinais quimicos
como sinalizadores da posi¢cao social vem sendo estudado principalmente em
ciclideos africanos (e.g. Barata et al., 2007; Goncalves-de-Freitas et al., 2008;
Maruska & Fernald, 2012) e dependendo da espécie, o padréo de resposta pode
mudar. Por isso, este trabalho investigou tais variagbes na resposta a
comunicacdo quimica em espécies neotropicais com distribuicdo amazénica (P.
scalare) e ao longo da bacia do Alto Rio Parana (C. paranaense). A familia
Cichlidae apresenta uma grande variedade de espécies, cores, comportamentos e
nichos, isso provavelmente reflete uma variedade parecida na comunicagao
quimica (Keller-Costa et al., 2015). Por isso, comparar espécies pode trazer
informacBes mais abrangentes sobre o0os mecanismos de manutencdo da

organizacao social em ciclideos.
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RESUMO

A renovacao da agua em aquarios € necessaria para remover materiais organicos
e manter a boa qualidade da agua. Esse procedimento, entretanto, pode diluir
sinais quimicos que sinalizam a posicao social em algumas espécies de peixes,
aumentando assim as interacdes agressivas no grupo. Aqui, foi testado se o nivel
de agua renovada estd associado a agressividade social no acara-bandeira,
Pterophyllum scalare, um peixe ciclideo amazdnico muito popular na aquariofilia.
Os resultados mostraram que renovando 50% da agua, as interacdes agressivas
aumentam e continuam elevadas apos 24h. Entretanto, a interacdo agressiva €
baixa com a renovagdo de 25% e retorna a niveis basais ap6s 1lh. Assim,
renovando uma pequena quantidade de agua do aqudrio € possivel prevenir
interacdes agressivas em excesso no P. scalare, reduzindo a probabilidade de

injurias, estresse e impactos negativos sobre o bem-estar dos peixes

PALAVRAS-CHAVE: comunicagdo quimica, posicdo social, sinais sociais, peixe

ornamental, bem-estar.
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ABSTRACT

Water change in fish aquaria is required to keep good water quality. This
procedure, however, can dilute chemical signals which signalize social rank in
some fish species, thus increasing aggressive interactions in the group. Here, it
was tested if the level of water changed is associated to social aggressiveness in
the angelfish, Pterophyllum scalare, a popular ornamental Amazonian cichlid fish.
The results showed that by changing 50% of water, aggressive interaction
increases and remains elevated after 24h. However, the aggressive interaction is
lower under 25% water changing and returns to baseline levels after 1h.
Therefore, by changing a small volume of aquarium water is possible to prevent
exaggerated aggressive interaction in P. scalare, thus reducing the probability of

injuries, stress, and negative impacts on fish welfare.

KEY-WORDS: chemical communication; social rank; social signaling; ornamental
fish; welfare.
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1. Introducao

A organizacédo social em muitas espécies € baseada em uma hierarquia de
dominancia que permite aos individuos dominantes acessar primeiro alguns
recursos como alimento, abrigo, territorio e parceiros para acasalamento (Ang and
Manica, 2010). Peixes ciclideos, por exemplo, apresentam comportamento
territorial, formando assim uma hierarquia de dominéncia cuja posi¢do social é
alcancada por confrontos agressivos (Turner and Huntingford, 1986). A hierarquia
social é mantida por comportamentos de baixo custo energético, pois 0s peixes
reconhecem sua posic¢ao social e a sinalizam de diversas maneiras, usando sinais
visuais (e.g. Beeching, 1992; Boscolo et al., 2011; Korzan et al., 2008; O’Connor
et al., 1999; Volpato et al., 2003), acusticos (e.g. Longrie et al., 2008), e quimicos
(e.g. Giaquinto and Volpato, 1997; Goncalves-de-Freitas et al., 2008). A
comunicacdo quimica em peixes, entretanto, € uma caracteristica que pode
atrapalhar a manutencdo de peixes em aquarios, pois a troca de agua (necessaria
para remover sobras de alimento, fezes e compostos nitrogenados toxicos)
também pode diluir possiveis sinais quimicos sociais e, assim, aumentar a
interacdo agressiva dentro do grupo (e.g. Goncalves-de-Freitas et al., 2008). Essa
condicao é indesejada ja que pode interferir no bem-estar dos peixes de diversos
modos (e.g. Damsgard and Huntingford, 2012). Apesar desse problema, ndo ha
dados empiricos com relacdo a quantidade de dgua que deve ser trocada durante
0 manejo do aquéario para que ela reduza o impacto na agressividade dos peixes.
Manuais de aquariofilia sugerem a troca de 20 a 25% da a4gua semanalmente
para manter a boa qualidade da agua (e.g. Berg, 2005). Goldstein (2001) sugere
trocar 50% da agua do aquario para espécies ornamentais de ciclideos.
Entretanto, Gongalves-de-Freitas et al. (2008) mostraram que, a renovagao de
agua em fluxo continuo desestabiliza a hierarquia social e aumenta os ataques
em machos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus). Assim, nesse estudo, foi
testado o efeito de diferentes quantidades de renovacdo da agua do aquéario
sobre o comportamento agressivo do acara-bandeira, Pterophyllum scalare, uma
espécie popular de ciclideo ornamental. Encontramos que a troca de 25% ao

invés de 50% da agua do aquario atenua o impacto sobre a agressividade social.
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2. Material e Métodos

2.1. Manutencé&o dos peixes

Os animais foram provenientes do Laboratorio de Peixes Ornamentais -
Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), Jaboticabal, SP. Pterophyllum
scalare Schultze 1823 (Figura 1A) juvenis foram aclimatados durante 15 dias em
caixas d’agua de polietileno (ca. 1 peixe/10L) com agua na temperatura de 28 *
1°C e regime de luz de 12L:12E (das 7:00h as 19:00h). Foram utilizados juvenis,
pois P. scalare é uma espécie monomorfica e j4 apresenta interacdo agressiva
nessa fase (Carvalho et al., 2012). Os peixes foram alimentados com racéo "Tetra
Color - Tropical Granules" duas vezes ao dia (8:00h e 18:00h) até saciedade
aparente. A qualidade da agua foi mantida por filtros biologicos (Canister;

filtragem 400L/h) e areacéo constante.

2.2. Delineamento experimental

O efeito da renovacdo de agua sobre a interacdo agressiva foi testado em
grupos de trés individuos sem identificacdo de sexo, medindo de 30 a 50 mm
(comprimento padréo) e pesando de 0,5 a 5,5 g. Os animais foram agrupados por
trés dias para estabelecimento da hierarquia social e, no quarto dia, foram
designados para um dos trés tratamentos (n = 15 cada tratamento):

1) Renovacdo de 0% da agua (controle); 2) Renovacdo de 25% da agua; 3)
Renovacao de 50% da 4gua. Vamos nos referir a eles como T0%, T25% e T50%
respectivamente. Em todos os tratamentos, 50% do volume de agua do aquario
foi retirado por um tubo plastico preso na lateral interna do aquério. No T0%, a
mesma agua retirada do aquério foi reposta, servindo como controle. No T25%,
foi reposto 25% da agua retirada do aquario e 25% de agua nova. No T50%, foi
reposto 50% de agua nova (Figura 1B). A agua nova foi coletada de um aquéario
similar aos utilizados nos testes, com filtro biolégico, aeracdo e na mesma
temperatura, porém sem peixes. A agua foi cuidadosamente colocada no aquério
usando um béquer para que a interferéncia no comportamento dos peixes fosse
minimizada.

Os peixes foram agrupados por trés dias, o que é suficiente para
estabelecer a hierarquia social em P. scalare (Gomez-Laplaza and Morgan,

2003). No guarto dia, o comportamento agressivo foi filmado (10 min) antes da
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renovacao (baseline — valores basais), logo apds, 1 hora, 2 horas e 24 horas apés
a renovacéo (Figura 1C), para avaliar em diversos intervalos de tempo o efeito da
renovacado na interacdo agressiva e também o tempo de recuperacdo para 0S
niveis basais. As filmagens foram feitas entre as 14:00h e 18:00h para evitar
possiveis influéncias do ritmo circadiano. Esse periodo foi escolhido, pois se
distanciava da primeira alimentacédo, evitando também a influéncia da competicdo
por alimento (Gomez-Laplaza and Morgan, 2003; Grobler and Wood, 2013).

2.3. Interagcédo agressiva

As interacOes agressivas foram baseadas no etograma descrito por
Carvalho et al. (2012), para P. scalare (Tabela 1). Os comportamentos agressivos
foram divididos em ataques (mordida no corpo, ataque frontal e perseguicao) e
displays (ameaca lateral, exibicdo frontal e ondulacdo). Os ataques sdo unidades
agressivas que envolvem contato fisico direto e geralmente sdo seguidos de
elevado gasto energético, enquanto os displays sdo as unidades agressivas que
nao envolvem contato fisico e geralmente sdo seguidas de reduzido gasto
energético (Haller and Wittenberger, 1988; Ros et al., 2006).

2.4. Posicéo hierarquica e estabilidade social

A posicao hierarquica foi inferida por meio do indice de dominéancia (ID =
frequéncia de comportamentos agressivos emitidos pelo individuo / frequéncia
total de comportamentos agressivos no grupo) como utilizado por Goncalves-de-
Freitas et al. (2008) para tilapia-do-nilo. O ID varia de 0,0 a 1,0, sendo que o ID
maior caracteriza o peixe dominante e o ID menor o peixe submisso. O ID tende a
ser similar entre individuos antes do estabelecimento da posi¢cdo social,
aumentando para o dominante e reduzindo para o submisso (Gongalves-de-
Freitas et al., 2008). Foi verificado o ID para cada posicéo social durante os trés
primeiros dias de agrupamento e também no quarto dia, antes da renovacao da
agua (baseline).

2.5. Detalhes experimentais

Antes do agrupamento os animais foram anestesiados com Benzocaina
(12,8 mg/L; e.g. Carvalho et al., 2012), pesados e medidos. A média (x E.P.) do
comprimento padrédo e peso dos peixes foram respectivamente: T0% — 36,24 +
1,4 mm; 2,1+0,23 g; T25% — 38,24 + 1,4 mm; 2,78 + 0,31 g; T50% — 35,31 + 1,02

mm; 2.57 + 0.18 g. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos para o
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comprimento (one-way ANOVA, Fp 42 = 1,40; p = 0,26) e peso (Fp42) = 2,02; p =
0,15). O coeficiente de variacdo dentro do grupo também foi similar entre os
tratamentos para o comprimento (F,42) = 1,90, p = 0,15) e peso (Fp42) = 0,59, p =
0,55).

Os animais foram individualmente identificados por marcas naturais de
coloracéo (e.g. Carvalho et al., 2012). Eles foram observados em aquarios (400 x
300 x 400 mm; ca. 48L) com as trés paredes laterais cobertas por plastico azul
afim de evitar contato visual entre animais de aquarios adjacentes, somente a
parede frontal n&o foi coberta para permitir as filmagens. A cor azul foi escolhida,
pois reduz os niveis de cortisol em outra espécie de ciclideo (Maia and Volpato,
2013; Volpato and Barreto, 2001). A temperatura da agua foi 28 + 1°C, e o
fotoperiodo foi 12L:12E (das 7:00h as 19:00h). O oxigénio da agua foi mantido a
8,24 + 0,64 ppm e o pH a 7,0 £ 0,1 (aferidos com medidores eletronicos). Os
niveis de aménia e nitrito foram medidos no final do experimento, a fim de mostrar
que a renovacdo de 25% da agua do aquario € eficiente para retirar esses
compostos nitrogenados do ambiente (medidos com kits comerciais -
LabconTest). Os niveis foram respectivamente: 0 ppm; 0,25 + 0,08 ppm no T0%;
0 ppm; 0,1 £ 0,06 ppm no T25%; 0 ppm; 0,1 + 0,1 ppm no T50%. Os animais
foram alimentados com a mesma racdo utilizada durante a aclimatacéo,

correspondente a 3% da biomassa, fornecida duas vezes ao dia (8:00h e 18:00h).

2.6. Analise dos dados

A normalidade dos dados foi testada por Kolmogorov-Smirnov (Ha and Ha,
2012; Lehner, 1996) e a homocedasticidade pelo teste Fmax (Zar,1999). Como
parte dos dados ndo se mostrou homocedastico, eles foram transformados por
V(x + 0.5) (Zar, 1999). Entdo, foi comparada a frequéncia de ataques e de
displays antes, logo apoés, 1h, 2h e 24h apds a renovacédo da agua por ANOVA
para medidas repetidas, sendo os tratamentos as variaveis categoricas e as
sessOes de observacdo as medidas repetidas. Essa mesma comparacao foi feita
para cada posicéo social (alfa, beta e gama), para testar o efeito da renovacao de
agua na hierarguia social. O teste de Fisher LSD foi aplicado como teste post hoc

e a significancia estatistica foi p < 0,05.
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3. Conduta Etica

Este estudo esta4 de acordo com os Principios Eticos na Experimentagio
Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNESP, S&o José do Rio
Preto, SP (Proc. 077/2013).

4. Resultados

A hierarquia social foi rapidamente estabelecida nos trés dias que
precederam a manipulacdo de agua. O indice de dominéancia foi préximo de 0,8
para o animal alfa e abaixo de 0,4 para os animais beta e gama, e permaneceu

constante até o quarto dia antes da renovacgéo da agua (Figura 2).
4.1. Ataques

Houve um claro efeito da quantidade de agua renovada na agressividade
social do P. scalare. Uma interacdo significativa (tratamento vs sessfes de
observacéo) foi encontrada para a frequéncia de ataques (ANOVA para medidas
repetidas, F @16y = 16,99, p < 0,0001; Figura 3A). No T0% a frequéncia de
ataques logo apos a renovacao foi similar ao baseline (p = 0,36) e foi menor nas
demais observagdes (p < 0,03). No T25% os ataques aumentaram com relacao
ao baseline logo apdés a renovacédo da agua (p < 0,0001) e foi similar 1h, 2h e 24h
apos a renovacao (p > 0,07). No T50% a frequéncia de ataques aumentou com
relacdo ao baseline logo apés a renovacgao (p < 0,0001), foi similar 1h apds (p =
0,70) e aumentou novamente 2h e 24h apds a renovacdo (p < 0,0001). Além
disso, a frequéncia de ataques foi similar entre os tratamentos antes da
renovacao (baseline) (p > 0,27), mas significativamente diferente apds a
renovacdo. No T25% a frequéncia de ataques foi maior que no controle (T0%)
logo apds a renovacgao, mas foi menor do que no T50% (p < 0,0001). 1h apés a
renovacao, a frequéncia de ataques foi maior no T25% e no T50% do que no
controle (T0%) (p < 0,02) e foi similar entre eles (T25% e T50%, p = 0,88). 2h

apos a renovacao, somente o T50% mostrou uma frequéncia de ataques
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significantemente alta (p < 0,0001; T0% e T25%, p = 0,62), 0 mesmo foi
observado 24h apdés a renovacao (p < 0,0001; T0% e T25%, p = 0,42).

4.2. Displays

Interacdo significante (tratamento vs sessfes de observacdo) também foi
encontrada para a frequéncia de displays (F ,168) = 7,27, p < 0,0001; Figura 3B).
Comparacdes dentro de cada tratamento mostraram uma reducao significativa
dos displays em todas as observacbes apdés a renovacdo de agua nos trés
tratamentos (p < 0,04). Além disso, comparacdes entre 0s tratamentos mostraram
que a frequéncia de displays foi similar entre todos os tratamentos antes da
renovacao (p > 0,07), exceto para o T50% que foi maior do que o T25% (p =
0,04). Logo ap06s a renovagédo, a frequéncia de displays foi menor no T50% do
que no T25% (p = 0,02) e ambos foram menores do que no T0% (p < 0,0001). 1h
apos a renovacao, a frequéncia de displays foi similar entre todos os tratamentos
(p > 0,37). Somente no T50% a frequéncia de displays foi significantemente
menor do que o0s outros tratamentos 2h (p < 0,006; T0% e T25%, p = 0,85) e 24h
apos a renovacao (p < 0,0001; T0% e T25%, p = 0,4).

4.3. Efeito na posicao social
T0%

Foi observado, para a frequéncia de ataques, um efeito significativo entre
as posicdes sociais (F (2.42) = 46,68, p < 0,0001; Figura 4A) e entre as sessdes de
observagao (F @168 = 2,93, p = 0,02), porém ndo houve interacdo significativa
(posicéo social vs sessbes de observagéo, F g168) = 1,59, p = 0,13). A frequéncia
de ataques emitida pelo peixe alfa foi menor em todas as observa¢cfes quando
comparadas com o baseline (p < 0,03). Ja a frequéncia de ataques emitida pelos
peixes beta e gama permaneceu similar ao baseline em todas as observagdes
apos a renovacéo (p > 0,22). Foi encontrada interacdo significativa (posi¢ao social
vs sessOes de observacdo) para a frequéncia de displays (F (s168 = 4,80, p <
0,0001; Figura 4B), com reducéo da frequéncia de displays emitida pelo peixe alfa
em todas as observacfes apO0s a renovacdo (p < 0,0001). A frequéncia de
displays emitida pelos peixes beta e gama permaneceu similar ao baseline em

todas as observacdes apoés a renovacao (p > 0,17).
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T25%

Foi observado efeito na interacdo (posicdo social vs sessdes de
observagao) para a frequéncia de ataques (F (168) = 3,92, p = 0,0003; Figura 4C).
Houve aumento da frequéncia de ataques emitida pelo peixe alfa logo apos a
renovacao (p < 0,0001), a qual voltou a ser similar ao baseline no restante das
observacbes (p > 0,06). Ja a frequéncia de ataques emitida pelos peixes beta e
gama permaneceu similar ao baseline durante todas as observacdes apos a
renovacao (p > 0,15). Também foi observado efeito na interacdo (posicao social
vs sessOes de observacdo) para a frequéncia de displays (F (s168 = 4,92, p <
0,0001; Figura 4D), com reducéo da frequéncia de displays emitida pelo peixe alfa
em todas as observacdes apos a renovacao (p < 0,009). O mesmo acontece com
0 peixe beta logo apos, 1h e 2h apods a renovagéo (p < 0,01) e essa frequéncia
volta a ser similar ao baseline 24h ap6s a renovacéo (p = 0,37). A frequéncia de
displays emitida pelo peixe gama foi similar ao baseline em todas as observacdes

apos a renovacéo (p > 0,56).
T50%

Foi observado efeito na interacdo (posicdo social vs sessdes de
observagao) para a frequéncia de ataques (F (g168) = 9,17, p < 0,0001; Figura 4E).
Houve aumento da frequéncia de ataques emitida pelo peixe alfa logo apés a
renovacao (p < 0,0001), a qual voltou a ser similar ao baseline 1h apés (p = 0,49)
e voltou a aumentar 2h e 24h apés a renovacao (p < 0,0001). A frequéncia de
ataques emitida pelo peixe beta também aumentou logo apds a renovacao (p <
0,0001), ficou similar ao baseline 1h e 2h apés (p > 0,06) e voltou a aumentar 24h
apos a renovagdo (p < 0,0001). Ja a frequéncia de ataques emitida pelo peixe
gama permaneceu similar ao baseline em todas as observagbes apds a
renovacao (p > 0,58). Também foi observado efeito na interacéo (posicao social
vs sessOes de observacdo) para a frequéncia de displays (F (s168y = 17,53, p <
0,0001; Figura 4F). Houve reducao da frequéncia de displays emitida pelos peixes
alfa e beta em todas as observagfes apds a renovacao (p < 0,03). A frequéncia
de displays emitida pelo peixe gama permaneceu similar ao baseline em todas as

observacdes apos a renovacéo (p > 0,36).
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5. Discussao

O manejo da 4gua em tanques ou aqudrios para a remocao de restos de
comida, fezes e compostos nitrogenados acumulados, pode ser um problema
para alguns peixes sociais, pois a renovacdo da agua pode aumentar as
interacOes agressivas no grupo. Esse estudo mostrou que a renovagao da agua
aumenta as interacdes agressivas em P. scalare e que tal efeito foi mais forte nos
peixes dominantes. Além disso, foi demonstrado que a renovacdo de 25% da
agua causa um efeito menos intenso na agressividade do acara-bandeira, a qual
rapidamente volta a niveis basais. Por outro lado, com a renovacéo de 50% da
agua as interacdes agressivas aumentam e duram por mais tempo do que com a
renovagcdo de 25%. Assim, foi demonstrado pela primeira vez (empiricamente)
gue o efeito da renovacdo da agua sobre a agressividade pode ser transiente e
minimizado pela renovacdo de uma menor quantidade de agua para o ciclideo P.

scalare.

N&o foram observadas diferengas entre os tratamentos para os ataques e
displays nos primeiros trés dias de agrupamento, indicando que os trés dias
iniciais foram suficientes para estabilizar a hierarquia de dominancia. Essa
condicdo basal (baseline) mostra que todos os tratamentos partiram do mesmo
nivel de agressividade, entdo, assumimos que o0s resultados foram devido a
renovacao da agua e ndo a alguma condicao prévia.

Muitas espécies utilizam sinais quimicos liberados na agua como pistas
para comunicar o status social. Na tilapia-do-nilo (O. niloticus) a auséncia de
informacdo quimica aumenta a interacdo agressiva (Giaquinto and Volpato, 1997)
e um fluxo continuo de renovacédo de agua aumenta os ataques emitidos pelos
submissos e desestabiliza a hierarquia social (Gongalves-de-Freitas et al., 2008),
indicando assim que existe uma informacg&o quimica envolvida no reconhecimento
da posicdo social. Em outro ciclideo, Astatotilapia burtoni, a urina é liberada
durante a invasdo do territério, sugerindo um tipo de sinalizacdo quimica da
posicdo social (Maruska and Fernald, 2012). Almeida et al. (2005), também
demonstraram que machos de tilapia mossambica (Oreochromis mossambicus)
sinalizam sua posi¢ao social liberando urina na agua e um odorante do tipo

esterol é provavelmente o quimico que comunica a dominancia social do macho
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(Barata et al., 2008). Aqui, nenhum composto quimico foi investigado, mas é
possivel que algum tipo de sinal quimico social possa estar envolvido no
reconhecimento da posicao social do P. scalare.

Uma explicacéo alternativa seria a possibilidade de que mudancas no odor
da 4gua poderiam estressar o peixe dominante, pois seria uma novidade no
ambiente. A tilapia-do-nilo, por exemplo, responde a substéncia de alarme de
coespecifico (extrato de pele) aumentando os niveis de cortisol (Sanches et al.,
2015). Alem disso, um novo ambiente também aumenta niveis de cortisol em
peixes (Serra et al.,, 2015). Entretanto, o aumento do cortisol geralmente é
negativamente correlacionado com o comportamento agressivo em peixes
(Castanheira et al., 2013; Qverli et al.,, 2002; @verli et al., 2004), entdo
esperariamos uma diminui¢cdo na interacdo agressiva. De fato, Serra et al. (2015)
demonstraram que ha aumento do cortisol em um novo ambiente para um peixe
caracideo, Brycon amazonicus, mas 0 mesmo reduz as interacfes agressivas.
Assim, € plausivel supor que algum tipo de substancia social pode ser diluida
durante a renovacdo da agua, e assim causar o aumento da agressividade,

principalmente em peixes dominantes.

Quando 25% da &gua do aquario foi renovada a frequéncia de ataques
aumentou imediatamente. Entretanto, 1h apds, os ataques decairam a niveis
basais. Indicando assim, que a hierarquia social foi rapidamente reestabelecida. O
oposto aconteceu com os displays, que decairam ap6s a renovacao da agua e
aumentaram novamente, seguindo uma resposta natural dos animais em lutas
escalonadas (Johnsson et al., 2006). Entretanto, quando foi renovada maior
guantidade agua (T50%) os ataques aumentaram ainda mais do que no T25%,
mostrando que o efeito esta associado com a quantidade de agua renovada.
Mesmo assim, 1h ap0s a renovacdo, a frequéncia de ataques decaiu
abruptamente. Isso pode ser um efeito do alto gasto energético dos ataques, que
reduz (ou para) a interagdo agressiva em ciclideos (e.g. Neat et al., 1998; Ros et
al., 2006). De fato, tanto os ataques quanto os displays diminuiram, reforcando
essa conclusdo. De acordo com Wootton (1998), as interacdes agressivas tem um
custo energético muito alto para os peixes, entdo o animal desiste de lutar por ndo
ter estoques de energia para continuar lutando por um longo periodo. Além disso,

lutas diretas (ataques) geram um acumulo de lactato (Matsumasa and Murai,
CAUNESP 23



Mestranda Ana Carolina dos Santos Gauy Orientadora - Eliane Gongalves de Freitas

2005), que leva a reducao das lutas diretas, e consequentemente, uma reducao
de injarias e gasto energético extra (Briffa and Elwood, 2001; Neat et al., 1998).
Alto gasto energético em lutas e tempo gasto em interacfes agressivas
podem prejudicar outras atividades essenciais do individuo, como crescimento e
reproducdo. No salméo coho (Oncorhynchus kisutch), por exemplo, o crescimento
esta negativamente correlacionado com a agressividade, mostrando que essas
duas caracteristicas ndo podem ser maximizadas ao mesmo tempo (Vgllestad
and Quinn, 2003). Fox et al. (1997) mostraram que os niveis de cortisol sdo
dependentes da posicao social do individuo, bem como da estabilidade social no
ciclideo africano A. burtoni, indicando os efeitos negativos das interacfes
prolongadas. Desta forma, a compreensdo dos mecanismos que regulam as
interacfes sociais entre o0s peixes criados em ambientes artificiais traz
implicagbes importantes para o bem-estar dos animais (Boscolo et al., 2011,
Conte, 2004; Sloman et al., 2011). Esse estudo ampliou o conhecimento sobre tal
assunto, mostrando que o comportamento agressivo esta associado com a
guantidade de agua renovada. Portanto, a renovacdo de uma menor quantidade
de agua interfere menos no comportamento agressivo dos individuos dentro do
grupo social, reduzindo as consequéncias negativas para o bem-estar animal,
resolvendo assim o paradigma entre renovacdo de agua e estabilidade do

ambiente social para essa espécie.
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7. Legendas das Figuras

Figura 1. A) Pterophyllum scalare. Foto: Ana Carolina S. Gauy. B) Esquema da
manipulacdo de agua em cada tratamento. C) Esquema do delineamento

experimental.

Figura 2. indice de dominancia (média + E.P.) de cada peixe (alfa, beta e gama)
antes da renovacao de agua. A) T0%; B) T25%; C) T50%.

Figura 3. Frequéncia (média £+ E.P.) de ataques (A) e displays (B) ao longo do
tempo, nas observacfes apos a renovacdo, em cada tratamento. Asterisco indica
diferenca significativa em relacdo a observacdo antes da renovacdo de agua
(baseline) dentro de cada tratamento. Letras comparam as observacdes entre 0s
tratamentos. Valores seguidos por a0 menos uma mesma letra ndo diferem
significativamente (ANOVA para medidas repetidas, seguida de Fisher LSD para

comparagdes mdltiplas).

Figura 4. Frequéncia (média + E.P.) de ataques e displays de cada peixe (alfa,
beta e gama) em cada tratamento. T0%: frequéncia de ataques (A), frequéncia de
displays (B). T25%: frequéncia de ataques (C), frequéncia de displays (D). T50%:
frequéncia de ataques (E), frequéncia de displays (F). Asterisco indica diferenca
significativa em relacdo a observacdo antes da renovacdo de agua (baseline)
dentro de cada posicéo social (ANOVA para medidas repetidas, seguida de Fisher

LSD para comparacfes multiplas).
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8. Figuras e Tabelas

Figura 1.
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Figura 3.
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Figura 4.
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Tabela 1: Etograma da interacdo agressiva em P. scalare.

Comportamento

Descricao

Ameaca lateral

Um peixe com suas nadadeiras ericadas e a boca aberta se

aproxima lateralmente do seu oponente, que se afasta.

Exibicao frontal

Dois peixes posicionam-se frente a frente, sem contato e com

as cabecas levantadas (angulo em torno de 459).

Ondulacéao Peixe ondula vigorosamente o0 corpo no sentido &antero-
posterior, sem ericar as nadadeiras.
Mordida no O agressor nada em direcdo ao seu oponente e morde seu
corpo corpo.

Ataque frontal

Dois peixes se aproximam frontalmente com suas bocas
abertas e mordem a boca do oponente. As bocas

permanecem unidas e 0s peixes se empurram.

Perseguicao

Um peixe vai em direcdo ao oponente que nada em direcéo

oposta.
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RESUMO

Os peixes ciclideos geralmente sinalizam a posicdo social pela comunicacéo
visual e quimica. O padrdo de resposta a sinalizagdo quimica pode variar
dependendo da espécie. Entretanto, a maioria dos estudos tem sido feito com
ciclideos africanos. Neste estudo, testamos a resposta a sinalizacdo quimica em
grupos do ciclideo neotropical Cichlasoma paranaense por meio da renovacgao de
adgua do aquario. N6s mostramos que a renovacao ndo aumenta as interacdes
agressivas dentro do grupo. Além disso, a renovacao de 50% da agua do aquario
aparentemente diminui as interacdes agressivas nessa espécie, ao contrario de
outras espécies de ciclideos, como a tilapia-do-nilo e o acara-bandeira, indicando
uma diferenca interespecifica na resposta agressiva a renovacéo de agua.

PALAVRAS-CHAVE: posicdo social, comunicacdo quimica, ciclideos, sinais

sociais.
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ABSTRACT

Cichlid fish usually signalize social rank by visual and chemical communication.
The standard response to chemical signaling may vary according to the species.
The most of the studies, however, have been running with African cichlids. In this
study, we tested the response to chemical signaling in social groups of the
Neotropical cichlid Cichlasoma paranaense by renewing aquarium water. We
showed that the water changing does not increase aggressive interactions within
the group species. In addition, the renewal of 50% of the aquarium water
apparently reduces aggressive interactions in this species, unlike other cichlid
species such as Nile tilapia and angelfish, indicating an interspecific difference on

aggressive response to water renewal.

KEY-WORDS: social position, chemical communication, cichlids, social signals.
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1. Introducao

A comunicagao quimica € utilizada por peixes ciclideos em varios contextos
sociais (Keller-Costa et al., 2015) envolvendo reproducédo (e.g. Giaquinto et al.,
2010; Huertas et al., 2014), alarme (e.g. Jordao & Volpato, 2000; Giaquinto &
Hoffmann, 2010; Barcellos et al., 2014), reconhecimento de coespecificos, tanto
entre adultos (e.g. Plenderleith et al., 2005; Thiinken et al., 2009), quanto entre
jovens-adultos, influenciando no cuidado parental (e.g. Wisenden & Dye, 2009;
Wisenden et al., 2014).

O uso de sinais quimicos como sinalizadores da posicédo social também é
conhecido e vem sendo estudado principalmente em ciclideos africanos:
Oreochromis mossambicus (e.g. Barata et al., 2007), Oreochromis niloticus (e.g.
Goncalves-de-Freitas et al., 2008) e Astatotilapia burtoni (e.g. Maruska & Fernald,
2012). Barata et al. (2007) demonstraram que machos de tiladpia mossambica (O.
mossambicus) estocam urina e a utiliza para sinalizar sua posicdo dominancia.
Esse comportamento modula a agressividade em machos rivais, contribuindo
para a estabilidade da hierarquia social. De acordo com Giaquinto & Volpato
(1997), a auséncia de sinais quimicos impede ou retarda o estabelecimento da
hierarquia de dominédncia em tilapia-do-nilo. Adicionalmente, Goncalves-de-
Freitas et al. (2008), demonstraram que a renovacdo de agua do aquario dilui
provaveis sinais quimicos na agua, 0s quais atuam no reconhecimento da posicao
social dos individuos e na estabilidade da hierarquia na tilapia-do-nilo (O.
niloticus). Maruska & Fernald (2012) demonstraram que machos dominantes de
A. burtoni aumentam a frequéncia de urina liberada e de comportamentos
territoriais na presenca de outro macho, sugerindo que sinais quimicos podem dar

informacgdes do status de dominancia do individuo.

Apesar do conhecimento razoavelmente detalhado em ciclideos africanos,
pouco se conhece sobre esse mecanismo de manutencdo da hierarquia em
ciclideos neotropicais. E possivel que haja diferencas entre eles, uma vez que o
mecanismo evolutivo favoreceu diferengas no comportamento social entre esses
dois grandes grupos, i.e., africanos e neotropicais (e.g. Keenleyside, 1991;
Barlow, 2000). Em estudo recente com um ciclideo amazénico, o Pterophyllum

scalare (Estudo 1 - dados n&o publicados), foi demonstrado que informacdes
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quimicas podem ser importantes para essa espécie comunicar sua posi¢ao social
dentro do grupo. Quanto maior é a renovacdo da agua do aquario (mais as
informacdes quimicas séo diluidas), maior € o efeito e mais tempo € necessario
para restaurar os niveis basais de agressdo no grupo (Estudo 1 - dados néo

publicados).

De acordo com essas informacgdes, podemos concluir que, dependendo da
espécie, 0 padrao de resposta a sinalizacdo da posi¢ao social pode mudar. Além
disso, em estudos prévios realizados em nosso laboratério observamos algumas
diferencas no comportamento agressivo do Cichlasoma paranaense, o que indica
que o papel da comunicacdo quimica nessa espécie pode ser diferente de outras
ja estudadas. Por isso, este trabalho investigou o efeito da renovacdo da agua
sobre a agressividade e a estabilidade social e tais variacbes na resposta a
comunicacdo quimica em uma espécie de ciclideo neotropical o C. paranaense
(Kullander 1983) (Perciformes, Cichlidae). Essa espécie € nativa da bacia do Alto
Rio Parana (Kullander, 2003) e seu comportamento social vém sendo estudado
em nosso laboratério. Além disso, o comportamento do C. paranaense € pouco
conhecido e informacdes relacionadas com o efeito da renovacédo da agua sobre
as interacdes agressivas poderdo auxiliar em propostas de manejo para
aguariofilia e criacdo dessa espécie. A familia Cichlidae apresenta uma grande
variedade de espécies, cores, comportamentos e nichos, isso provavelmente
reflete uma variedade na comunicacdo quimica (Keller-Costa et al., 2015). Por
isso, comparar espécies pode trazer informacdes mais abrangentes sobre os

mecanismos de manutencdo da organizacao social em ciclideos.

2. Material e Métodos

2.1. Manutencgéo dos peixes

Os animais foram provenientes do Sitio Sdo Bom Jesus, Ingas, Nova
Granada, SP. N&o ha dimorfismo sexual evidente no C. paranaense (Figura 1A),
por isso foram utilizados animais juvenis para evitar efeito do sexo sobre as
interacdes agressivas, como observado por Carvalho & Gongalves-de-Freitas
(2008) para a tilapia-do-nilo.
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Os animais foram aclimatados por 20 dias em caixas de agua de polietileno
(ca. 1 peixe/5L) com &gua na temperatura de 27 + 1°C e regime de luz 12L:12E
(das 07:00h as 19:00h). Os animais foram alimentados com racdo comercial para
peixes tropicais (Fri-Ribe® Peixes Tropicais, 28% de proteina bruta), duas vezes
ao dia (8:00h e 18:00h), a saciedade aparente. A qualidade da agua foi mantida
por filtros biolégicos Canister (filtragem de 400 L/h) e aeracao constante.

2.2. Delineamento experimental

Foi testado o efeito da renovacdo da agua sobre a agressividade e a
estabilidade social em grupos de trés C. paranaense sem identificacdo de sexo,
medindo de 60 a 80 mm (comprimento padrdo) e pesando de 10 a 20 g. Os
animais foram agrupados por trés dias para o estabelecimento da hierarquia
social e, no quarto dia foram submetidos a um dos dois tratamentos (n = 15 cada

tratamento):

1) Renovacao de 0% da agua (controle); 2) Renovacado de 50% da agua
(quantidade de renovacédo de 4gua que tem o maior efeito em outras espécies de
ciclideos). Vamos nos referir a eles como T0% e T50%, respectivamente. Em
ambos os tratamentos, 50% do volume da agua do aquéario foi retirado por um
tubo plastico preso na lateral interna do aquario. No T0%, a mesma agua retirada
do aquério foi reposta, servindo como controle. No T50%, foi reposto 50% de
agua nova (Figura 1B). A &gua nova foi coletada de um aquario similar aos
utilizados nos testes, com filtro biolégico, aeracdo e na mesma temperatura,
porém sem peixes. A agua foi cuidadosamente colocada no aquario usando um

béquer para que a interferéncia no comportamento dos peixes fosse minimizada.

Os animais foram agrupados durante cinco dias nos aquarios
experimentais. Os trés primeiros dias de agrupamento serviram para 0
estabelecimento da hierarquia de dominancia do grupo. No quarto dia, o
comportamento agressivo foi filmado (10 min) antes da renovacao (baseline —
valores basais), logo apos, 1 hora, 2 horas e 24 horas apos a renovacao (Figura
1C), para avaliar em diversos intervalos de tempo o efeito da renovagédo na
interacdo agressiva e também o tempo de recuperacao para 0s niveis basais. As
filmagens foram feitas entre as 14:00h e 18:00h para evitar possiveis influéncias

do ritmo circadiano. Esse periodo foi escolhido, pois se distanciava da primeira
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alimentacao, evitando também a influéncia da competicdo por alimento (Gémez-
Laplaza & Morgan, 2003; Grobler & Wood, 2013).

2.3. Interagédo agressiva

As interacdes agressivas foram quantificadas por meio da frequéncia de
comportamentos agressivos, com base no etograma descrito (Tabela 1) e
ilustrado (Figura 2) previamente em nosso laboratério para o C. paranaense. Os
comportamentos agressivos foram divididos em ataques (perseguicdo e fuga,
golpe de cauda, ataque lateral, empurréo, puxédo de nadadeira e confronto frontal)
e displays (exibicdo lateral, ameaca lateral, ameaca frontal e ameaca
perpendicular). Os ataques sao unidades agressivas que envolvem contato fisico
direto e geralmente sdo seguidos de elevado gasto energético, enquanto 0s
displays sdo as unidades agressivas que nao envolvem contato fisico e
geralmente sdo seguidas de reduzido gasto energético (Haller & Wittenberger,
1988; Ros et al., 2006).

2.4. Posicao hierarquica e estabilidade social

A posicao hierarquica foi inferida por meio do indice de dominancia (ID =
frequéncia de comportamentos agressivos emitidos pelo individuo / frequéncia
total de comportamentos agressivos no grupo) como utilizado por Gongalves-de-
Freitas et al. (2008) para tilapia-do-nilo e também no Estudo 1 (dados nao
publicados) para o acara-bandeira. O ID varia de 0,0 a 1,0, sendo que o ID maior
caracteriza o peixe dominante e o ID menor o peixe submisso. O ID tende a ser
similar entre individuos antes do estabelecimento da posi¢cao social, aumentando
para o dominante e reduzindo para o submisso (Goncalves-de-Freitas et al.,
2008). Foi verificado o ID para cada posi¢cao social durante os trés primeiros dias
de agrupamento e também no quarto dia, antes da renovacéo da agua (baseline).

2.5. Detalhes experimentais

Antes do agrupamento os animais foram anestesiados com tricaina
metanosulfonato (MS222) (20mg/L; e.g. Brandédo et al.,, 2015), pesados e
medidos. A média (+x E.P.) do comprimento padrdao e peso dos peixes foram
respectivamente: T0% - 68,5 £ 0,8 mm; 14,13 + 0,55 g; T50% - 68,0 + 0,6 mm;
14,11 *+ 0,44 g. Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos para o

comprimento (one-way ANOVA, F128 = 0,29; p = 0,59) e peso (Fqu,28) = 0,001; p =
CAUNESP 41



Mestranda Ana Carolina dos Santos Gauy Orientadora - Eliane Gongalves de Freitas

0,98). O coeficiente de variacdo dentro do grupo também foi similar entre os
tratamentos para o comprimento (Fq,2g) = 2,61; p = 0,12) e peso (F,28) = 0,03; p =
0,85).

Os animais foram identificados e destinados a um dos dois tratamentos. A
identificacdo foi feita com VIE - Elastémero Fluorescente de Implante Visivel (e.g.
Ang & Manica, 2010; Brandao et al., 2015). Neste procedimento, os animais foram
mantidos sobre panos Uumidos, a fim de evitar atrito e manter o muco natural
preservado. O elastdmero foi aplicado abaixo de 3 escamas de cada lado do
peixe, ndo sendo necessario a aplicacdo subcutanea, evitando danos e estresse
aos individuos. Eles foram observados em aquérios (400 x 300 x 400 mm; ca.
48L) com as trés paredes laterais cobertas por plastico azul afim de evitar contato
visual entre animais de aquarios adjacentes, somente a parede frontal ndo foi
coberta para permitir as flmagens. A cor azul foi escolhida, pois reduz os niveis
de cortisol em outra espécie de ciclideo (Volpato & Barreto, 2001; Maia & Volpato,
2013). A temperatura da agua foi 27 £ 1°C, e o fotoperiodo foi 12L:12E (das 7:00h
as 19:00h). O oxigénio da agua foi mantido a 8,24 + 0,04 ppmeopHa 7,0+ 0,1
(aferidos com medidores eletrénicos). Os niveis de amonia e nitrito foram medidos
no final do experimento, a fim de mostrar que a renovacado de 25% da agua do
aqguario é eficiente para retirar esses compostos nitrogenados do ambiente
(medidos com kits comerciais — LabconTest). Os niveis foram respectivamente: 0
ppm; 0,3 £ 0,24 ppm no T0%; 0 ppm; 0,15 + 0,1 ppm no T50%. Os animais foram
alimentados com a mesma racao utilizada durante a aclimatacao, correspondente

a 3% da biomassa, fornecida duas vezes ao dia (8:00h e 18:00h).
2.6. Andlise dos dados

Inicialmente foram identificados os outliers, os quais foram retirados e
substituidos pela média (Quin & Keough, 2002). Em seguida, foi testada a
normalidade dos dados usando Skewness e Kustosis (Lehner, 1996; Ha & Ha,
2012). Alem disso, foi utilizado o teste Fmax para testar a homocedasticidade dos
dados (Zar, 1999). Apds, foi comparada a frequéncia de ataques e displays antes
da renovacéo, logo apés, 1h apos, 2h apds e 24h apos a renovacdo de agua por
ANOVA para medidas repetidas, sendo os tratamentos as variaveis categéricas e

as sessbes de observacdo as medidas repetidas. Essa mesma comparacao foi
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feita para cada posicdo social (alfa, beta e gama), para testar o efeito da
renovacdo de agua na hierarquia social. O teste de Fisher LSD foi usado como
teste post hoc. Foi considerado p < 0,05 para significancia estatistica.

3. Conduta Etica

Este estudo estad de acordo com os Principios Eticos na Experimentagéo
Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdao Animal
(CONCEA) e foi aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNESP, Sdo José do Rio
Preto, SP (Proc. 083/2013).

4. Resultados

A hierarquia social foi rapidamente estabelecida nos trés dias que
precederam a manipulacdo de agua. O indice de dominéancia foi préximo de 0,8
para o animal alfa e abaixo de 0,3 para os animais beta e gama, e permaneceu
constante até o quarto dia antes da renovacao da agua (Figura 3).

4.1. Atagues

Uma interacdo significativa (tratamento vs sessdes de observacao) foi
encontrada para a frequéncia de ataques (ANOVA para medidas repetidas, F
@a112) = 3,29, p = 0,01; Figura 4A). No T0%, a frequéncia de ataques foi similar ao
baseline em todas as observacdes apds a renovacdo de agua (p > 0,19). No
T50% a frequéncia de ataques também foi similar ao baseline em todas as
observacdes apds a renovacdo de agua (p > 0,16), exceto 2h ap0s a renovacao,
onde foi menor (p = 0,03). Além disso, a frequéncia de ataques foi similar entre os
tratamentos em todas as observagdes (p > 0,09), exceto 2h apds a renovagao,
onde foi menor no T50% (p = 0,02).

4.2. Displays

Interacdo significante (tratamento vs sessbes de observacdo) também foi

encontrada para a frequéncia de displays (F 4,112) = 3,41, p = 0,01; Figura 4B). No
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T0%, a frequéncia de displays foi similar ao baseline em todas as sessdes de
observacéo apos a renovacgdo (p > 0,44), exceto 2h apos a renovacgdo, a qual foi
maior (p = 0,004). No T50%, a frequéncia de displays foi maior com relagdo ao
baseline logo apés a renovacao (p = 0,008) e foi similar nas demais sessdes de
observacédo (p > 0,06). Além disso, a frequéncia de displays foi similar entre os
tratamentos em todas as observagdes (p > 0,11), exceto 2h apds a renovacao,
onde foi menor no T50% (p = 0,001).

4.3. Efeito na posicao social
T0%

Foi observado, para a frequéncia de ataques, um efeito significativo entre
as posicdes sociais (F (2.42) = 50,07, p < 0,0001; Figura 5A) e entre as sessdes de
observacédo (F (168 = 3,44, p = 0,01), porém n&o houve diferenga na interacéo
(posicéo social vs sessbes de observagéo, F g 168) = 0,64, p = 0,74). A frequéncia
de ataques emitida pelo peixe alfa, beta e gama foi similar em todas as sessodes
de observacdo quando comparadas com o baseline (p > 0,08). Com relagédo a
frequéncia de displays, foi observado um efeito significativo entre as posicdes
sociais (F (242 = 49,04, p < 0,0001; Figura 5B), porém nédo houve diferenga entre
as sessoes de observagao (F 168 = 1,67, p = 0,16) e na interagéo (posi¢éo social
vs sessOes de observacdo, F (g165) = 1,02, p = 0,42). Nado houve diferenca na
frequéncia de displays emitida pelos peixes alfa, beta e gama em todas as

sessfes de observacdo comparadas ao baseline.
T50%

Foi observado, tanto para a frequéncia de ataques, quanto para a de
displays, um efeito significativo entre as posi¢coes sociais (F (242 = 91,69, p <
0,0001 - ataques, Figura 5C; F (242) = 100,22, p < 0,0001 — displays, Figura 5D),
porém ndo houve diferenga entre as sessdes de observacéo (F (4,168 = 0,88, p =
0,47 - ataques; F 4,168y = 1,93, p = 0,11 - displays) e na interagéo (posicao social
vs sessoes de observacao, F (g168) = 0,63, p = 0,75 - ataques; F g168) = 1,41, p =
0,20 - displays). Nao houve diferenca na frequéncia de ataques e displays emitida
pelos peixes alfa, beta e gama em todas as sessbes de observagcdao comparadas

com o baseline. Porém, 2h apds a renovacdo houve uma diminuicdo da
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frequéncia de ataques emitida pelo peixe alfa, a qual foi marginalmente
significante (p = 0,06).

5. Discussao

Este estudo mostrou que a renovacgao da agua do aquario ndo aumenta as
interacbes agressivas no C. paranaense, COMO Ocorre em outras espécies de
ciclideos. Ao contrario, mostrou que a renovagado de 50% da agua aparentemente

reduz as interacfes agressivas no grupo.

Foi observado que ndo houve diferenca entre a frequéncia de ataques e de
displays na observacdo antes da renovacdo de agua entre os tratamentos,
indicando que os trés dias iniciais foram suficientes para o estabelecimento da
hierarquia de dominancia no grupo. Essa condicao inicial semelhante, chamada
baseline, é importante, para podermos admitir que os trés tratamentos partiram de

condigbes similares.

Apbs a renovacdo de agua (T50%), ndo houve aumento das interacdes
agressivas dentro do grupo no C. paranaense, sendo assim, nao foi observado
para essa espécie o mesmo padréo de resposta a sinalizacdo quimica da posicao
social encontrada em outras espécies de ciclideos. No acara-bandeira
(Pterophyllum scalare), por exemplo, a comunicacdo quimica parece ser um
importante sinalizador da posicédo social dos animais, diminuindo as lutas dentro
do grupo (Estudo 1 - dados ndo publicados). Em machos de tilapia-do-nilo (O.
niloticus), a comunicacdo quimica reduz as interacfes agressivas (Giaquinto &
Volpato, 1997), enquanto a renovacdo de agua aumenta as interacdes e
desestabiliza a hierarquia social (Goncgalves-de-Freitas et al., 2008). Foi
evidenciado, também, que machos dominantes de tildpia mossambica (O.
mossambicus), aumentam a frequéncia de liberacdo de urina durante as
interacOes agressivas, sinalizando sua posi¢ao social (Barata et al., 2007, 2008) e
reduzindo as interacdes agressivas (Keller-Costa et al., 2016). Além disso, 0s
sinais quimicos que reduzem a agressao entre machos de tilapia mossambica séo
diferentes dos sinais quimicos que estimulam a ovulacdo nas fémeas (Keller-

Costa et al., 2016). Isso demonstra que existem sinais especificos para sinalizar a
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posicdo social. Outra espécie que apresenta sinalizacdo da posi¢cao social por
meio da urina é A. burtoni, a qual aumenta a frequéncia de urina liberada na
presenca de um macho rival (Maruska & Fernald, 2012). Ao contrario dessas
espécies, a diluicdo dos sinais quimicos presentes no ambiente ndo aumenta as
interacOes agressivas no grupo social em C. paranaense. Portanto, este estudo
demonstrou que espécies, dentro da mesma familia, apresentam diferentes

mecanismos de comunicacao social.

Foi observado também, que ndo ha aumento das interacdes agressivas
emitidas ap0s a renovacdo de agua por nenhuma das posi¢cdes sociais (alfa, beta
ou gama). Porém, foi observada uma diminuicdo da frequéncia de ataques
emitida pelo peixe alfa 2h apdés a renovacdo de agua (T50%), a qual foi
marginalmente significativa, podendo indicar que o peixe alfa foi afetado com a
renovacao. Isso se assemelha ao que foi observado para o acara-bandeira, onde
o peixe alfa foi 0 mais afetado com a renovacao da 4gua, porém, aumentando a
emissao de ataques (dados ndo publicados - Estudo 1), ao contrario do C.
paranaense. O Estudo 1 (dados nao publicados) mostrou ainda, que o peixe beta
também foi afetado com a renovacédo de 50% da agua, aumentando a frequéncia
de ataques emitidos, o que ndo aconteceu com o C. paranaense. Diferente, ainda,
do que foi observado para o C. paranaense, machos submissos de tilapia-do-nilo
aumentam a frequéncia de ataques emitidos aos dominantes quando ha
renovacdo da agua do aquario (Goncalves-de-Freitas et al., 2008). Isso reforca
que essa espécie possui uma resposta diferente a renovacdo de agua do que

outras espécies de ciclideos estudadas até o momento.

A frequéncia de ataques emitida pelo C. paranaense ao longo de todo o
estudo foi alta e sempre maior que a frequéncia de displays (baixa em todo o
estudo). O comportamento agressivo do C. paranaense ndo segue o padrao de
resposta de lutas escalonadas, o qual é observado em outros animais, incluindo
ciclideos (Johnsson et al., 2006). Esse padrdo do comportamento agressivo do C.
paranaense (frequéncia de ataques elevada e frequéncia de displays reduzida) foi
observado em outro estudo em nosso laboratorio, o qual foi realizado nas
mesmas condicdes experimentais [e.g. dgua, aquarios experimentais e grupo de
trés individuos (média da frequéncia de ataques = 40,7; frequéncia de displays =

9,1, em 10 min), dados nédo publicados]. Portanto pode ser um comportamento
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caracteristico dessa espécie. Além disso, a alta frequéncia de ataques observada
ao longo do experimento pode ter ocorrido, pois 0s animais poderiam estar
expressando uma frequéncia maxima de emissdo de ataques, 0 que poderia

explicar o fato de néo ter sido observado aumento nessa frequéncia.

A tendéncia de reducgao das interacdes agressivas observada neste estudo
pode ser interpretada como uma resposta generalizada de mudanca de
comportamento por alteracdo do ambiente. Por exemplo, juvenis de matrinxa
(Brycon amazonicus), diminuem as interagdes agressivas em um ambiente novo,
e essa diminuicdo esta relacionada a um estado de alerta dos animais (Serra et
al., 2015). Levando em conta que o C. paranaense tem um nivel alto de agresséao,
esses individuos se tornam mais expostos no ambiente, assim uma mudanca no
meio pode ter causado a diminui¢do das interacfes agressivas, deixando o animal
menos vulneravel. O ciclideo Crenicichla lepidota, por exemplo, apresenta maior
laténcia e menor frequéncia de ataques a coespecificos em locais com ambiente
perturbado por visitacdo turistica do que em locais sem visitacdo (Bessa &
Goncalves-de-Freitas, 2014). Essa reducdo da resposta territorial foi atribuida a
reacdo de medo, a qual tem sido demonstrada em outros estudos com peixes
(e.g. Yue et al., 2004; Martins et al., 2011). Entretanto, sdo necessarios estudos
para testar essa hipotese, bem como melhor compreender o processo de
comunicacdo social em C. paranaense. Apesar disso, este estudo demonstra,
pela primeira vez, uma importante diferenca interespecifica na resposta agressiva
a renovacao de agua, que deve ser observada nos procedimentos de manutencao
e criacdo de ciclideos, bem como no entendimento da evolucdo desses

mecanismos.
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7. Legendas das Figuras

Figura 1. A) Cichlasoma paranaense. Foto: Ana Carolina S. Gauy. B) Esquema
da manipulagdo de agua em cada tratamento. C) Esquema do delineamento

experimental.

Figura 2. Etograma ilustrado da interacédo agressiva de C. paranaense. llustracao:

Angelo Rodrigo Manzotti.

Figura 3. indice de dominancia (média + E.P.) de cada peixe (alfa, beta e gama)

antes da renovacgéo de agua. A) T0%; B) T50%.

Figura 4. Frequéncia (média + E.P.) de ataques (A) e displays (B) ao longo do
tempo, nas observacfes apos a renovacdo, em cada tratamento. Asterisco indica
diferenca significativa em relacdo a observacdo antes da renovacao de agua
(baseline) dentro de cada tratamento. Letras comparam as observacdes entre 0s
tratamentos. Valores seguidos por a0 menos uma mesma letra ndo diferem
significativamente (ANOVA para medidas repetidas, seguida de Fisher LSD para

comparagdes multiplas).

Figura 5. Frequéncia (média + E.P.) de ataques e displays de cada peixe (alfa,
beta e gama) em cada tratamento. T0%: frequéncia de ataques (A), frequéncia de
displays (B). T50%: frequéncia de ataques (C), frequéncia de displays (D).
(ANOVA para medidas repetidas, seguida de Fisher LSD para comparacdes

multiplas).
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8. Figuras e Tabelas

Figura 1.

(A)

Orientadora - Eliane Gongalves de Freitas
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Figura 2.

Orientadora - Eliane Gongalves de Freitas

e. golpe de cauda
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Orientadora - Eliane Gongalves de Freitas

Figura 3.
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Figura 4.
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Orientadora - Eliane Gongalves de Freitas

Figura 5.
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Tabela 1: Etograma da interacdo agressiva em C. paranaense.

Comportamento Descricao

Exibicdo lateral Um peixe posiciona-se proximo ao oponente, erica as

nadadeiras e abre os opérculos expondo a porcao lateral de

Seu Corpo.

Ameaca lateral Um peixe aproxima-se rapidamente de seu oponente, que se

afasta.

Ameaca frontal Dois peixes posicionam-se frente a frente sem abrir os

opérculos, cada um com a boca aberta, o corpo inclinado (em

torno de 45°) e cabeca para cima. Nao ocorre contato fisico.

Ameaca Um peixe fica no centro do aquéario enquanto o outro nada

perpendicular em trajetdria circular ao seu redor. O peixe do centro abre o

opérculo e acompanha com a cabeca a trajetoria do

oponente sem sair do lugar.

Perseguicdo e  Um peixe nada em dire¢cao ao oponente que foge.

fuga

Golpe de cauda Um peixe ou ambos ondulam intensamente o corpo antero-

posteriormente contra o oponente.

Ataque lateral Um peixe aproxima-se nadando paralelamente ao oponente

e bate com a boca aberta no corpo do oponente.

Empurréo Um peixe com a boca aberta toca a lateral do corpo do

oponente, deslocando-o.

Pux3do de Um peixe prende a nadadeira (pélvica, dorsal, anal ou

nadadeira caudal) do oponente com a boca e a puxa, deslocando o

oponente em sua diregao.

Confronto frontal Dois peixes aproximam-se frontalmente com a boca aberta e

se tocam ou mordem suas maxilas ou mandibulas. Eles

podem descrever uma trajetéria circular enquanto mantém

suas “presas’.
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