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Sinopse:

Neste trabalho foi avaliado o efeito do enriquecimento fisico ambiental no
comportamento agressivo de Apistogramma gibbiceps em diferentes condigdes
climaticas. Para isso, testou-se o efeito da temperatura e do didxido de carbono na
frequéncia das interacOes agressivas de A. gibbiceps exibidas pelo grupo e para cada
posicdo social. Além disso, avaliou-se se 0 enriquecimento do ambiente atua como um
mitigador do efeito das mudancas climaticas sobre a agressividade dessa espécie de
ciclideo ornamental amazonico.

Palavras-chave: 1. fator ambiental, 2. agressividade, 3. estratégia de vida emergencial,
4. ciclideo
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Efeito do enriquecimento ambiental no comportamento agressivo de Apistogramma

gibbiceps em diferentes condi¢des climéaticas

Oliveira, J. N; Val, A. L.; Carvalho, T. B.

Manuscrito formatado conforme as normas do peridédico Environmental Biology of Fishes

RESUMO

Os impactos causados pelo aquecimento do clima global nos ambientes amazonicos séo
preocupantes, pois podem afetar diretamente a biodiversidade e os ecossistemas aquaticos.
Dentro deste contexto, o enriquecimento ambiental pode ser uma alternativa para mitigar os
efeitos dessas mudancas climéticas sobre o comportamento de peixes. Assim, espécimes de
Apistogramma gibbiceps foram agrupados por seis horas em seis tratamentos experimentais
(n=12), resultantes da combinagcdo de trés cendrios climéticos (drastico, intermediario e
controle) e dois ambientes (enriquecido e ndo enriquecido). Foi avaliada a laténcia para 0s
confrontos e a frequéncia da interacdo agressiva exibida pelo grupo, dominante e submissos.
O aumento da temperatura e de CO2 no ambiente estimula a motivacao e a interagdo agressiva
em todas as posi¢des sociais. Ja 0 enriquecimento fisico aumenta a laténcia para os confrontos
independente da condigdo ambiental. Assim, o uso de estimulos e/ou recursos no ambiente pode
ser sugerido para mitigar os efeitos das mudancas climaticas e, consequentemente, contribuir

para melhores condi¢cfes de bem-estar para as espécies amazoénicas.

Palavras-chave: fator ambiental, agressividade, estratégia de vida emergencial, ciclideo
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ABSTRACT

The impacts caused by the global climate warming in Amazonian environments are worrying,
as they can directly affect biodiversity and aquatic ecosystems. In this way, environmental
enrichment can be an alternative to mitigate the effects of these climate changes on fish
behavior. Thus, specimens of Apistogramma gibbiceps were grouped for six hours in six
experimental treatments (n = 12), resulting from the combination of three climatic scenarios
(drastic, intermediate and control) and two environments (enriched and not enriched). The
latency to fighting and the frequency of the aggressive interaction exhibited by the group,
dominant and subordinate were evaluated. The increase in temperature and CO; in the
environment stimulates motivation and aggressive interaction in all social ranks. However,
physical enrichment increases the latency to fighting regardless of the environmental condition.
Thus, the use of stimuli and/or resources in the environment can be suggested to mitigate the
effects of climate changes and, consequently, contribute for better conditions of welfare for
Amazonian species.

Keyword: environmental factor, aggressiveness, emergency life history stage, cichlid



INTRODUCAO

Ac0es antrdpicas como as queimadas, o desmatamento, a formag&o de ilhas de calor
urbano, o uso ndo planejado da terra e 0 aumento de emisséo de gases do efeito estufa causam
impacto no equilibrio do planeta, contribuindo para as mudancas no clima (Nobre et al., 2007;
Lewis e Maslin, 2015). Essas atividades também contribuem para a perda de complexidade
ambiental, afetando além do ambiente terrestre o ambiente aquéatico (Allan e Johnson, 1997;
Allan, 2004; Castello e Macedo 2015; Souza et al., 2019), podendo acarretar na reducdo da
abundancia e da riqueza de espécies de peixes (Castello et al., 2013; Brejdo et al., 2018). A
Amazonia, por exemplo, possui um relevante papel no ciclo do carbono, sendo considerada
uma das regides mais vulneraveis, do ponto de vista das influéncias das mudancas climaticas
em toda sua extensdo geografica (Nobre et al., 2007; Marengo, 2008; Piedade et al., 2014;
Rocha, 2016; Esquivel-Muelbert et al., 2019).

O Painel Intergovernamental sobre Mudancgas Climaticas (IPCC) foi criado em 1988
com o objetivo de estudar e divulgar as informaces técnicas, socioeconémicas e 0s impactos
relevantes aos riscos a humanidade, visando criar mecanismos para mitigacdo dos efeitos das
mudancas climaticas na Terra (Avila, 2007). De acordo com o quinto relatério do IPCC-AR5
publicado em 2014, durante o periodo de 1901 a 2012, quase todo o globo experimentou o
aquecimento da superficie (0,08 a 0,14°C), sendo também reportado que as concentracdes de
dioxido de carbono (CO2) aumentaram em 40% desde os tempos pré-industriais, principalmente
a partir de emissdes decorrentes do uso de combustiveis fosseis (IPCC, 2013).

O quinto relatério do IPCC também apresenta cenarios com previsdes de mudancas
climaticas para 0 ano 2100, sendo eles: RCP 2.6 que pode apresentar um aumento de 0,3a 1,7°C
na temperatura da superficie da Terra, podendo atingir a concentracdo de 451 ppm de CO:
atmosférico; RCP 4.5 que pode apresentar um aumento de 1,1 a 2,6°C na temperatura e com

uma concentracdo de 538 ppm de CO2; RCP 6.0 onde havera uma aumento de 1,4 a3,1°C

na temperatura e pode atingir uma concentracdo de 670 ppm de CO: e o RCP 8.5 ondea
temperatura pode aumentar de 2,6 a 4,8°C e apresenta 936 ppm de CO2 na superficie da Terra.
Essas previsdes climaticas, por sua vez, podem ameagcar a biodiversidade aquéatica (Nagelkerken
et al., 2017) e os principais beneficios ecologicos e econdmicos que esses ecossistemas
fornecem para sociedade (Olusanya e van Zyll de Jong, 2018; Wabnitz et al., 2018; Woolway
etal., 2021).

Considerando o contexto nacional, o primeiro Relatorio de Avaliacdo Nacional (RAN1)
do Painel Brasileiro de Mudangas Climaticas (PBMC, 2014; atualizado em 2020)



relata que a temperatura na Amazonia devera aumentar progressivamente de 1 a 1,5°C até 2040,
com diminuigao de 25 a 30% no volume de chuvas. Esse cendrio torna-se mais drastico quando
considerado o impacto entre 2071 a 2100, prevendo uma reducao de 40 a 45% na ocorréncia de
chuvas em decorréncia de um aumento de 5 a 6°C na temperatura atmosférica. Assim, 0s
impactos causados pelo aquecimento do clima global nos ecossistemas terrestres e aquaticos
amazoénicos sdo preocupantes, podendo alterar a precipitacdo pluviométrica, os regimes
hidrol6gicos da bacia e a cobertura da vegetacdo (Piedade et al., 2014; Rocha, 2016).

De acordo Woolway et al. (2021), ondas de calor podem alterar a composicdo das
espécies aquaticas e, consequentemente, direcionar essas espécies e 0s ecossistemas até aos
limites de sua resisténcia. De fato, a alteracdo ambiental € um dos fatores que leva um animal
a tomar decisdes durante a sua vida, onde ele precisa lidar com eventos subitos ou responder a
eventos mais lentos que desencadeiam as estratégias de vida emergenciais (emergency life-
history stage) causadas por fatores modificadores (Wingfield, 2003) como, por exemplo, as
mudancas climaticas (Milazzo et al., 2016; Nigelkerken et al., 2017).

As referidas estratégias sdo compostas por componentes principais que podem ser
avaliados a partir da variagdo de niveis hormonais, respostas comportamentais, estado de satde
e comprometimento imune (Wingfield e Kitaysky, 2002; Landys et al., 2006) que, por sua vez,
sdo considerados indicadores da condi¢cdo de bem-estar dos animais (Huntingford et al., 2006).
Estes componentes ndo sdo mutuamente excludentes e, durante as perturbacfes ambientais
severas, podem ser expressos simultaneamente ou em varias combinacdes. Apesar de alguns
estudos avaliarem essas estratégias em diferentes taxons animais (ex. Jacobs e Wingfield, 2000;
Adamo e Parsons, 2006), esse tipo de abordagem precisa ser expandida parafornecer melhor
conhecimento de como os animais respondem a alteragcbes do ambiente e para auxiliar na
conservacdo ambiental. Uma das estratégias de vida emergencial é o Enfretamento
proativo/reativo, onde o enfrentamento proativo € caracterizado pela agressividade diante de
um desfio social, ja o enfrentamento reativo é caracterizado pela imobilidade e baixa
agressividade (Koolhas et al, 1999; Wingfield, 2003).

De modo geral, altera¢gdes no ambiente, como mudancas na temperatura e no nivel de
CO2 na &gua, sdo fatores que modulam o comportamento agressivo de peixes (Jentoft et al.,
2005; Kochhann et al., 2015; Kochhann e Val, 2017). A exibicdo das interacdes agressivas é
importante para o estabelecimento da hierarquia de dominancia desse grupo, pois animais
dominantes mantém o controle hierarquico e o acesso prioritario aos recursos limitados, tais

como, territorio, alimento e parceiro sexual (Huntingford e Tuner, 1987; Becker et al., 1993).
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Dessa forma, a defesa territorial e a interacdo agressiva possuem papel fundamental nocontexto
reprodutivo (Baerends e Baerends VVan-Roon, 1981).

A temperatura ambiental, realmente, € uma condicdo essencial para a sobrevivéncia
dos peixes, pois controla muitas atividades fisiologicas e padrées comportamentais (Bicego et
al., 2007; Cho et al., 2015; Tillotson e Quinn, 2016). Por exemplo, 0 aumento da temperatura
da &gua acelera o crescimento e reduz a agressividade em Brycon amazonicus (Barros et al.,
2019; Ferreira et al., 2020) e, segundo Sun e Chen (2014), pode desencadear aumento da
atividade metabolica em peixes tropicais. De acordo Sakakura e Tsukamoto (1997) e Kochhann
et al. (2015), peixes submetidos a temperaturas elevadas apresentaram maior frequéncia de
ataques e mordidas e uma reducdo na estabilidade hierarquica nos grupos. De fato, altas

temperaturas da agua aumentam a exibicdo do comportamento agressivo e modulam o
estabelecimento do territério em Cichlasoma nigrofasciatum (Ratnasabapathi et al., 1992).
Assim, pode-se afirmar que alteracGes em fatores fisicos (ex. temperatura) podem influenciar
na organizacgao social e, por sua vez, afetar a disputa por recursos e a sobrevivéncia em peixes.

De acordo com Feely et al. (2004), o aquecimento global e o aumento do CO:
atmosférico estdo fazendo com que os ambientes aquaticos se tornassem mais quentes e acidos,

este ultimo por meio da absorgdo de CO> que dissolvido na agua forma o acido carbénico,

contribuindo para diminuicdo do pH e, assim, afetando os parametros fisioldgicos €
comportamentais dos peixes. De fato, 0 aumento do CO> na agua ocasionou danos teciduais e
diminuiu o crescimento larval em Paralichthys dentatus (Chambers et al., 2014), além de
reduzir a desova em Symphodus ocellatus (Milazzo et al., 2016). Considerando o efeito
associado do aumento da temperatura e da alta concentragéo de CO2 na agua, observou-se perda
de equilibrio postural (Cupp et al., 2017), baixa taxa de reproducao (Miller et al., 2015),aumento
nas taxas metabdlicas (Campos et al., 2019) e maior consumo de alimento para varias espécies
de peixes (Oliveira e Val, 2016).

Diante do exposto, os estimulos fisicos séo cruciais na modulacdo do ciclo de vida e,
dessa forma, as modificagGes inerentes ao ambiente podem afetar o comportamento agressivo
de peixes. De modo efetivo, mudancas no comportamento dos peixes estdo associadas a
flutuacBes nas condicdes ambientais (da Silva-Pinto et al., 2020). Nesse contexto, € importante
buscar meios de mitigar os impactos das mudancas climaticas que podem vir a atingir esses

animais, sendo a utilizacdo do enriquecimento ambiental uma possivel alternativa.
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O enrigquecimento ambiental corresponde a adicdo de complexidade ao ambiente,
oferecendo o estimulo fisico, social, sensorial, quimico e/ou alimentar (Newberry, 1995;
Néslund e Johnsson, 2016). Por exemplo, o enriquecimento ambiental fisico estimulou a
cognicdo e aprendizagem em Salmo salar (Salvanes et al., 2013). Ja para duplas de Geophagus
brasiliensis, o ambiente enriquecido diminuiu a exibicdo do comportamento agressivo (Kadry
e Barreto, 2010), resultado semelhante ao observado para Tilapia rendalli (Torrezani et al.,
2013) e para Archocentrus nigrofasciatus (Barley e Coleman, 2010). O enriquecimento fisico
do ambiente aumentou o crescimento e também reduziu a agressividadeem grupos de Spaurus
aurata (Batzina e Karakatsoulim, 2012). Dentro deste contexto, Gerberet al. (2015) relatam que
0 enriquecimento ambiental pode ter impacto positivo no bem-estar dos peixes.

Considerando que os fatores ambientais (temperatura e concentracdo de CO2 na agua)
podem modular a agressividade e a estabilidade social em peixes, é esperado que a oferta de
estimulos e/ou recursos (i.e., enriquecimento fisico) reduza os impactos causados pelas
mudancas climéticas. Este efeito € importante, pois as altas taxas de comportamento agressivo
e defesa territorial podem causar injurias e infeccdes e, consequentemente, a morte dosanimais
(Turnbull et al., 1998). Assim, espera-se também que o enriquecimento ambiental fisico
potencialize o bem-estar dos peixes, conforme relatado por Arechavala-Lopez et al. (2019) para
juvenis de Sparus aurata.

Diante do exposto, este estudo avaliou o efeito do enriquecimento ambiental no
comportamento agressivo e na estabilidade social de Apistogramma gibbiceps Meinken, 1969
submetidos a diferentes cenarios climaticos, conforme previsto pelo IPCC. Uma espécie da
familia Cichlidae foi escolhida, pois apresenta organizacdo social baseada hierarquia de
dominancia e defesa territorial (Baerends e Baerends Van-Roon, 1981), caracteristicas ideais
para testar o objetivo proposto. Apistogramma gibbiceps pode ser encontrada nas bacias do Rio
Amazonas, Rio Branco e médio Rio Negro (Rémer e Beisenherz, 1996; Kullander, 2003) e
apresenta interesse para aquariofilia. Assim, conhecer o efeito das mudancas climéticas sobre
0 comportamento social de peixes e propor alternativas para a mitigacdo desses impactos é
importante para fornecer subsidios relativos a conservagdo ambiental e uso de recursos

bioldgicos.

MATERIAL E METODOS
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Obtencéo e aclimatacéo dos animais

Os animais foram provenientes de corpos d’agua proximos ao municipio de Barcelos-
AM (0°58’S 62°55°W), sendo aclimatados no Laboratorio Experimental de Fisiologia e
Comportamento de Animais Aquaticos (Departamento de Ciéncias Fisiologicas/lUFAM) em
caixas de polietileno de 310L (1 animal/5L) por um periodo minimo de 15 dias (Figura 1A).
Durante esse periodo, a temperatura foi mantida em 27,65 + 0,71°C, a intensidade luminosa de
151 + 0,42 Ix e fotoperiodo de 12 horas de luz (07:00h as 19:00h). A qualidade da agua foi
mantida em condi¢fes adequadas por meio de uso de filtros bioldgicos internos, troca parcial
de agua (20%) a cada dois dias e monitoramento de pH (6,69 £ 0,34) e amdnia total (menor que
0,01 ppm). Os peixes foram alimentados com racdo comercial (36% de proteina) oferecida
duas vezes ao dia (inicio da manha e final da tarde) até a saciacao aparente. Antes do inicio do
experimento, os animais foram submetidos a uma segunda aclimatacdo em cada cenario
climatico (ver descricdo abaixo) em aquarios de 78,5 X 36,5 X 45 cm (80L de volumedtil)
durante 15 dias (Figura 1B).

TR

Figura 1. Caixa d"agua (310L) utilizada durante o periodo de aclimatacdo no laboratorio (A)
e aquério (100L) utilizado para a aclimatacdo nos cenarios climaticos (B).

Delineamento experimental

Trés peixes foram agrupados por seis horas em seis tratamentos experimentais: drastico
enriquecido (DE), drastico ndo enriquecido (DNE), intermediario enriquecido (IE),
intermediario ndo enriquecido (INE), controle enriquecido (CE) e controle ndo enriquecido
(CNE), resultantes da combinacdo de trés cenarios climaticos (drastico, intermediério e
controle) e dois ambientes (enriquecido e ndo enriquecido), totalizando 12 réplicas para cada
tratamento.

Foram utilizadas trés salas climéaticas que reproduziram o0s seguintes cenarios: 1.
Drastico (D): corresponde ao cenario RCP 8.5, 2. Intermediario (I): corresponde ao cenario
RCP 6.0, previstos pelo IPCC para o ano 2100 (IPCC, 2013) e 3. Controle (C) no qual foram
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mantidas as condicdes atuais (dados coletados a cada 2 minutos) de temperatura, CO2 e umidade
provenientes de um sensor Fieldlogger 512 k (Novus Produtos eletrénicos LTDA) localizado
na floresta urbana do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA) e, assim,reproduzia
0 cenério natural atual. As condicGes experimentais foram mantidas em salas de 25m3 com
controle automatizado dos referidos parametros ambientais, conforme descrito acima. As
referidas salas estdo localizadas no Laboratério de Ecofisiologia e Evolucdo Molecular-
LEEM/INPA e representam 0s cenarios climaticos, com as respectivas condi¢fes ambientais,
onde, a temperatura da agua foi obtida por meio de um termdmetro de mercurio, os valores de
pH da agua foram obtidos POR MEIO de um phmetro portatil (AKSO, modelo AK90) e os
valores de CO- dissolvido na &gua foram obtidos a partir do método descrito por Boyd e Tucker
(1992), descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Média (+ desvio padrdo) dos parametros ambientais de cada cenario climatico
(drastico, intermediario e controle, n = 6).

Temperatura CO2no ar Temperatura CO:2na agua pH
doar (C) (Ppm) da dgua (°C) (Ppm)
Dréstico 31,73 +0,90 1312,66 +56,59 28,80 +0,69 29,0+5,48 6,15 +0,42
Intermediario 29,26 £1,17 865,24 +55,41 26,54+0,97 15,0 8,16 6,15 +£0,45
Controle 27,45 £0,94 472,42 55,70 25,90+0,71 12,5 45,0 6,12 £0,42

O enriquecimento fisico do ambiente foi feito com a utilizacdo de dois canos de PVC
de 10 cm de comprimento e 3 cm de diametro no aquario experimental (Figura 2A), conforme
realizado por Kochhann e Val (2017) para Apistogramma agassizi. Ja para 0 ambiente nao
enriquecido, ndo foram inseridas estruturas fisicas que pudessem ser utilizadas como reflgio

ou abrigo para os peixes (Figura 2B).

Figura 2. Aquarios (12L) utilizados no experimento: (A) ambiente enriquecido e (B) ambiente
nédo enriquecido.
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Foram selecionados peixes juvenis de comprimento padrdo e peso semelhantes (Tabela
2), a fim de evitar o efeito do género e do tamanho corporal na exibicdo do comportamento
agressivo dos peixes (ex. Beeching, 1992; Carvalho e Gongalves-de-Freitas, 2008). A biometria
foi realizada antes do agrupamento, sendo os peixes anestesiados com eugenol (50ul/L),
medidos com paquimetro de 15 cm e pesados em balanca semi-analitica, ap6s a biometria 0s
animais foram marcados com um pequeno corte no final da nadadeira caudal, conforme

realizado por Carvalho et al. (2008).

Tabela 2. Média (£ desvio padrdo) do comprimento padrdo (cm) e do peso corporal (g) dos
peixes utilizados em cada tratamento experimental (n = 12).

Tratamento Co primento padréo P so corpore

Peixel  Peixe 2 Peixe3 p* Peixel Peixe?2 Peixe3 p*

DE 26+03 26+03 26+03 08 03%x01 03=%01 03+01 0,9
DNE 24+02 24+01 24+01 05 03+x01 02+00 03+00 0,8

IE 26+03 26+03 26+02 04 04%£01 03zx01 04+£01 0,9

INE 25+02 24+0,2 25+02 08 03+01 03%01 03+01 0,9

CE 25+02 2502 25+02 0,9 03+01 03+00 0301 0,9
CNE 24+02 24+01 24+01 08 03+00 0,3%0,0 03+£00 0,9

*Analise de variancia de uma via (ANOVA). DE: drastico enriquecido, DNE: drastico nao
enriquecido, IE: intermediario enriquecido, INE: intermediario ndo enriquecido, CE: controle
enriquecido e CNE: controle ndo enriquecido.

Os animais foram agrupados por seis horas em aquarios (15,5 x 19,3 x 34 cm) de 9,5
litros de volume util (Figura 2). Para evitar o contato visual entre os animais de aquarios
vizinhos, cada aquario foi revestido por plastico azul em trés laterais, pois esta cor reduz o

estresse em outra espécie de ciclideo (Volpato e Barreto, 2001).

Anélise comportamental

Durante o periodo de agrupamento (seis horas) foram realizadas filmagens de 15
minutos imediatamente apds o agrupamento e a cada 3 horas, totalizando 45 minutos de
filmagens para cada réplica. Foi avaliada a laténcia para os confrontos, considerando o tempo
necessario para a exibicdo da primeira unidade comportamental relacionada ao contexto
agressivo. A frequéncia da interacdo agressiva foi quantificada a partir de unidades
comportamentais baseadas em etogramas descritos para outras espécies de ciclideos (Carvalho
etal., 2012; Sarmento et al., 2017; Tabela 3). Também foram consideradas a exibicao total, que
equivale a soma das exibicOes, e o total de interagdes que corresponde a soma de todas as
unidades comportamentais com excec¢do da fuga. A dominancia foi definida por meio do indice
de dominancia (DI= ataques realizados / ataques realizados + ataques
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recebidos), conforme descrito por Oliveira e Almada (1996) para Oreochromis mossambicus.
Dessa forma, as posigOes sociais de dominante, submisso 1 e submisso 2 foram classificadas,
respectivamente, de acordo com a ordem decrescente dos valores do indice de dominéncia
obtidos em cada grupo. As unidades comportamentais exibidas pelo grupo e por cada posi¢do
social foram comparadas entre os tratamentos experimentais.

Tabela 3. Etograma do comportamento agressivo para Apistogramma gibbiceps.

Unidade Descricéo
Comportamental
O peixe nada em direcdo ao oponente e com a boca toca
Ataque rapidamente na regido da cabeca, cauda ou lateral mediana do
corpo.

O peixe se aproxima lateralmente de outro e abre a boca sem
encosta-la no corpo do oponente.

O peixe se posiciona proximo ao oponente com a nadadeira
dorsal ericada.

Dois peixes nadam e se posicionam lado a lado com as cabecas
Exibicgdo paralela em sentidos opostos. Essa unidade comportamental pode ser
seguida de ataque de um dos individuos.

Ameaca

Exibicéo

Perseguicao O peixe nada rapidamente em direcéo ao oponente que foge.

Fuga Caracteriza-se por natacdo rapida do animal perseguido ou
atacado, distanciando-se do oponente.

Anélises dos dados

Os dados foram analisados quanto a existéncia de valores discrepantes e testados quanto
a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e homocedasticidade pelo teste de F max. A laténcia
e a frequéncia da interacdo agressiva foram comparadas entre os tratamentos experimentais
(cenarios climaticos e enriquecimento ambiental) por Analise de Variancia (ANOVA) de duas
vias, seguida de Tukey HSD para comparacGes multiplas. As correlages entre os fatores
ambientais (temperatura ou concentracdo de CO> da agua) e o total deinteracGes agressivas
foram avaliadas pelo teste de Spearman. Foi considerado p < 0,05 para significancia estatistica

e todas as analises foram baseadas em Zar (1999).

Licenca e nota ética

A captura dos animais em ambiente natural é regulamentada por meio da licenca n°
60643-3 obtida junto ao Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBIO).
Este estudo estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo animal
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(CONCEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFAM,
Manaus, AM, certificado n° 010/2019.

RESULTADOS

N&o houve interacdo entre os cenarios climaticos e o enriquecimento ambiental quando
considerada a laténcia para os confrontos (F = 0,05; p = 0,94). No entanto, a laténcia foi menor
para 0s animais submetidos a condicdo drastica (F = 3,66; p = 0,03) e maior no ambiente
enriquecido independente das condic¢des climaticas que os animais foram expostos (F = 19,21;
p =0,0001; Figura 3).

As unidades comportamentais ameaca, ataque, fuga e total de interacfes exibidas pelo
grupo apresentaram diferencas significativas entre os cenarios climéaticos e o enriquecimento
ambiental (F > 3,57; p <0,03; Figura 4). A frequéncia da ameaca foi maior para o IE em relagdo
ao INE (p = 0,01) e ao CE (p = 0,0004). Ja para o ataque, o tratamento DE apresentou a maior
média da frequéncia de ataques em relagéo ao tratamento CE (p = 0,0001); o DNE teve a média
da frequéncia de ataques maior que os tratamentos INE e CNE (p = 0,01) e, para a condicao
climética intermediaria, os animais mantidos no ambiente enriquecido (IE) apresentaram maior
frequéncia de ataques em relacdo ao ambiente ndo enriquecido (INE) (p =0,005). A fuga foi
maior no tratamento IE do que para o INE (p = 0,001) e o CE (p = 0,0002). Além disso, as
condigdes de mudancas ambientais (drastico e intermediario) evidenciaram maior exibicao de
fuga (p = 0,01) e de total de interacdes agressivas (p = 0,01) em relacdo a condi¢do controle
independente do enriquecimento fisico. O total das interagdes agressivas teve a maior média da
frequéncia no tratamento DNE do que no CNE, e o tratamento IE foi maior do que INE e CE
(p =0,01). Considerando a perseguicéo, foi observado efeito somente das condi¢des climaticas
(F =3,49; p = 0,03), sendo que o DNE apresentou a maior média da frequéncia dessa unidade
comportamental em relacdo ao INE e CNE (p = 0,04; Figura 4). Ja para a exibicdo total, foram
observadas diferencas significativas apenas entres as salas climéticas (F = 5,00; p = 0,009;

Figura 4).

16



FREQUENCIA (45 min)

400 - AB Y S
350 - A

300 -
250 -
200 -
150 -

100 -

Laténcia para os confrontos (s)

DE DNE IE INE CE CNE

Figura 3. Média (x erro padrdo) da laténcia para os confrontos em cada tratamento
experimental (DE: drastico enriquecido, DNE: drastico ndo enriquecido, IE: intermediario
enriquecido, INE: intermediario ndo enriquecido, CE: controle enriquecido e CNE: controle
ndo enriquecido). As letras maiusculas representam diferencas entres os cenarios climaticos
(Tukey HSD, p = 0,02) e as letras minusculas indicam diferenca entre 0 ambiente enriquecido
e ndo enriquecido independente da as condicdo climatica (ANOVA, p = 0,0001).
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Figura 4. Média (+ erro padrao) da frequéncia do comportamento agressivo exibido pelo grupo
em cada tratamento experimental (DE: dréastico enriquecido, DNE: drastico ndo enriquecido,
IE: intermedidrio enriquecido, INE: intermediario ndo enriquecido, CE: controle enriquecido e
CNE: controle ndo enriquecido). As letras mailsculas representam diferengas entres os cenarios
climaticos e as letras minusculas representam diferenca entre o enriquecimento ambiental
(Tukey HSD, p < 0,05).
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Para os dominantes, apenas o ataque apresentou interacéo significativa entre os cenarios
climaticos e o enriquecimento ambiental (F = 3,49; p = 0,03; Figura5A). A frequéncia de ataque
em DE foi maior que em CE (p = 0,0001), DNE apresentou maior médiade ataque em relacdo
ao INE (p = 0,001) e ao CNE (p = 0,003) e, para a condicao intermediéria, o enriquecimento
fisico estimulou a exibicdo desta unidade comportamental (p
= 0,006). A ameaca (F = 4,59; p = 0,01), a exibicédo total (F = 4,59; p = 0,01) e o total de
interagbes (F = 4,59; p = 0,01) apresentaram diferenca significativa entre as condicdes
climéticas (Figura 5A), onde a ameaca foi maior no cenério intemediario do que no controle (p
= 0,0006). A exibicao total foi maior no controle do que no intermediario (p = 0,009) e o total
de interacGes foi maior nos tratamentos drastico e intermediario do que no controle (p = 0,002).
A perseguicdo (F = 4,61; p = 0,03) apresentou diferengca apenas para 0 enriquecimento
ambiental, sendo a frequéncia desta unidade comportamental maior no tratamento enriquecido
independente do cenério climatico (Figura 5A). A fuga ndo apresentou diferenca significativa
para os dominantes (F = 1,06; p = 0,35; Figura 5A).

Para os submissos 1, a ameaca (F = 4,69; p = 0,01) e o total de interagdo (F = 3,49; p =
0,03) apresentaram diferencas entre os cenarios climaticos e o enriquecimento ambiental
(Figura 5B), onde a frequéncia da ameaca foi maior no DNE em comparacao aos tratamentos
DE, INE e CNE (p < 0,01); os peixes mantidos no tratamento IE exibiram maior ameaca em
relagdo aos tratamentos DE, INE e CE (p <0,003). O total de interagdo foi maior no tratamento
DNE em relagéo ao tratamento CNE (p =0,01). A frequéncia da fuga (F = 10,78; p
= 0,04) na condicao intermediaria foi maior que para a drastica e a controle (p < 0,03; Figura
5B). A exibicdo total ndo apresentou diferenca significativa entre as condicdes climaticas e o
enriquecimento fisico do ambiente (F = 0,6; p = 0,55; Figura 5B).

Para os animais considerados submissos 2, a fuga apresentou interacdo entre 0s cenarios
climaticos e o enriquecimento ambiental (F = 12,00; p = 0,00002; Figura 5C), sendoa
frequéncia desta unidade maior no tratamento INE em relacdo aos DNE e CNE (p < 0,008); o
tratamento IE também apresentou maior fuga do que o INE e o CE (p < 0,008). As unidades
ameaca (F = 6,49; p = 0,002), ataque (F = 6,49; p = 0,002) e exibicéo total (F = 6,49;p = 0,008)
apresentaram diferencas apenas entre os cenarios climaticos (Figura 5C). As frequéncia de
ameaca e atague foram maiores no drastico (p = 0,007), pois 0s submissos 2 ndoexibiram este
comportamento nas condi¢des intermediaria e controle. A exibicdo total foi mais frequente no
tratamento drastico em comparacdo ao intermediario (p = 0,02). Considerando o total de
interagdo, ndo foram observadas diferengas significativas entre os
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tratamentos experimentais (F = 2,12; p = 0,12; Figura 5C). Ja a perseguic¢do ndo foi exibida
pelos animais classificados na posicao social de submisso 2.

Houve correlacéo positiva entre o total de interacdes agressivas e a concentragdo de CO2
na agua apresentaram correlagdo diretamente proporcional (Spearman, R = 0,642; p = 0,02;
Figura 6A). O comportamento agressivo e a temperatura da agua também apresentaram
correlacdo diretamente proporcional (Spearman, R = 0,813; p = 0,0001; Figura 6B).
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Figura 5. Média (x erro padrao) da frequéncia do comportamento agressivo exibidos por cada
posicdo social (A- dominante, B- submisso 1 e C- submisso 2) em cada tratamento experimental
(DE: drastico enriquecido, DNE: drastico nao enriquecido, IE: intermediario enriquecido, INE:
intermediario ndo enriquecido, CE: controle enriquecido e CNE: controle ndo enriquecido). As
letras maiusculas representam diferencas entres o0s cenarios climaticos e as letras minusculas
representam diferenca para o enriquecimento ambiental. O asterisco (*) representa diferenca
somente entre os tratamentos enriquecido (E) e ndo enriquecido (NE) (Tukey HSD, p < 0,05).
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Figura 6. Correlagéo entre o total de interacfes agressivas e os fatores ambientais. (A) CO2
da agua (R =0,813; p =0,0001) e (B) temperatura da 4gua (R = 0,642; p = 0,02).
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DISCUSSAO

A avaliacdo dos impactos biolégicos das mudancas climaticas tem se tornado um grande
foco de pesquisas, pois apresenta uma importante aplicagdo na conservagdo de recursos
ecologicos (McNutt, 2013). Dentro deste contexto, este estudo evidencia que oaumento
da temperatura e da concentracdo de CO2no ambiente modula o comportamento agressivo em
Apistogramma gibbiceps, o que pode afetar diretamente a organizacdo social e ocontexto
reprodutivo dessa espécie de ciclideo amazodnico. Além disso, destaca-se que 0 uso do
enriquecimento fisico do ambiente contribui para mitigar o efeito dessas mudancas ambientais,
especialmente em relagdo a modulacdo da motivacdo agressiva e em uma condicao de alteracdo
climética intermediaria.

A menor laténcia para os confrontos e a maior frequéncia de interacdes agressivas
observadas no cenario climético drastico indicam que os especimes de A. gibbiceps apresentam
uma motivacdo agressiva maior quando submetidos a condicdes de maior temperatura e CO>
ambiental. De fato, Arnott & Elwood (2009) e Carvalho et al. (2012) sugerem que o tempo
necessario para iniciar as interagdes € um indicador da motivacdo dos animais para a exibi¢éo
dos conflitos agressivos, que pode ser explicado pela influéncia das condi¢Ges ambientais no
centro de controle da agressividade em peixes. Além disso, 0 aumento da agressividade no
cenario mais extremo pode caracterizar a expressao de uma estratégia de vida emergencial
associada ao estilo de enfrentamento proativo, caracterizado como uma resposta ativa ao desafio
social (Wingfield, 2003).

A maior frequéncia do comportamento agressivo nos cenarios climaticos intermediario
(RCP 6.0) e drastico (RCP 8.5) evidencia que o aumento da temperatura estimula a
agressividade e corrobora com estudos realizados para outros ciclideos, tais como, A. agassizi,
Julidochromis ornatus, Cichlasoma nigrofasciatum e Oreochromis niloticus (Ratnasabapathi
et al., 1992; Kochhann et al., 2015; Kua et al., 2020; Said et al., 2020). Neste sentido, a
frequéncia dos itens agressivos foi menor entre 0s animais submetidos a baixa temperatura. De
acordo com Clarke e Johnston (1999), a reducdo da temperatura altera parametros fisioldgicos
e comportamentais, pois reduz o metabolismo dos animais. Além disso, baixas temperaturas do
ambiente reduzem a locomoc¢do em O. mossambicus e C. paranaense (Kuttye Sukumaran,
1975; Brandé&o et al., 2018) e, consequentemente, essa menor probabilidade de encontros entre
co-especificos reduz a freqiiéncia de interagdes sociais.

Os animais em estudo habitam regides com intervalo 6timo de temperatura entre 27 e

29°C para Apistogramma gibbiceps (www.fishbase.se/), portanto, os valores representados na
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condigéo controle estéo abaixo da temperatura minima (i.e., 25,90 £ 0,71°C) e, portanto, podem
interferir no metabolismo e reduzir a exibi¢do de padr6es comportamentais. Esses resultados
corroboram com a correlacdo positiva observada entre o total de interagdes agressivas e a
temperatura da agua considerando todos os tratamentos experimentais. De fato,0 matrinxa
(Brycon amazonicus) exibe menor frequéncia de comportamento agressivo quando submetidas
a menores temperaturas da agua (Barros et al., 2019). No entanto, Ribeiroet al. (submetido)
observaram uma reducdo da motivacdo e da exibicdo do comportamento agressivo em
Pterophyllum scalare quando submetidos a maior temperatura, resposta atribuida a condicéo
estressora desencadeada por esse fator ambiental.

O aumento da exibicdo do comportamento agressivo observado nos tratamentos de
maior temperatura pode indicar maior estabelecimento e defesa de territorio que sdo etapas
fundamentais do repertério reprodutivo em ciclideos (Cacho et al., 1999; Yamamoto et al.,
1999). No entanto, a alta agressividade observada nessas condi¢Ges ambientais pode acarretar
no aumento da demanda energética e, consequentemente, afetar a estabilidade orgénica dos
peixes e desencadear uma condi¢do denominada de estresse social (Earley et al., 2006). Assim,
os resultados deste estudo indicam que as alteracbes comportamentais observadas representam
uma resposta aguda em decorréncia do tempo restrito de exposicao a diferentes temperaturas
da agua.

Apesar dos resultados observados, a exposicao a alta temperatura por um periodo mais
prolongado pode acarretar na diminuicdo da frequéncia das interagOes agressivas em
decorréncia do acumulo de estresse fisioldgico, conforme observado por Warren et al. (2016).
De fato, Jung et al. (2020) observaram que algumas espécies amazonicas apresentaram uma
capacidade limitada de sobreviver a uma exposicdo prolongada de aumento na temperatura da
agua de 2 a 4°C. Além disso, estudos apresentam previsdes de um aumento na temperatura
acima de 4°C para a Amazé6nia (PBMC, 2013), o que acarreta na alta vulnerabilidade enfrentada
pelas espécies nativas frente as mudancas climaticas. Ressalta-se também que as condicGes
climaticas testadas proporcionam aumentos proximos do destacado por Oliveira e Val (2016) e
Campos et al. (2019), refletindo também os cenarios previstos pelo IPCC (IPCC,2013). Diante
do exposto, é possivel que sejam observados maiores efeitos sobre o comportamento agressivo
quando os animais forem submetidos a temperaturas elevadas por maior periodo.

O aumento das concentragbes de CO; no ambiente também pode modificar o

comportamento e a fisiologia de peixes marinhos e de agua doce (Cupp et al., 2017; Campos
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et al.,, 2019), o que pode estar associado a alteracbes funcionais nos receptores de
neurotransmissores, especificamente receptores do GABA que € responsavel pela modulagao
do sistema nervoso central (Heuer et al., 2019). De fato, foi observada uma correlacdo
diretamente proporcional entre a concentragdo de CO2 dissolvido na 4gua e 0 comportamento
agressivo de A. gibbiceps, resultado também observado por Nagelkerken et al. (2017). Além
disso, as condi¢cdes ambientais de maior concentracdo de CO: (intermediaria e drastica)
estimulam a exibicdo de interagdo agressiva para dominantes e submissos. Milazzo et al. (2016)
também observaram efeito desse fator ambiental no comportamento reprodutivo de Symphodus
ocellatus, evidenciado pela reducéo na desova dos dominantes em alta concentracéo de CO2
na agua.

Considerando as posi¢des sociais dos animais, observaram-se efeitos similares da
temperatura e CO2 na agua para dominantes e submissos de A. gibbiceps. Isso indica que o
efeito desses parametros ambientais na organizacdo social e na estabilidade hierarquica afeta
de modo similar todos os membros do grupo e pode ter um impacto significativo no contexto
reprodutivo. De acordo com Alves et al. (2009) e Kochhann e Val (2016), o género
Apistogramma apresenta organizacdo social baseada na hierarquia de dominéncia e
territorialidade. Dentro deste contexto, a interacdo agressiva evidencia a competicdo de defesa
por recursos, onde 0s animais dominantes mantém o controle hierarquico e o0 acesso prioritario
ao territdrio e parceiro reprodutivo (Huntingford e Tuner, 1987).

Embora cada fator ambiental apresente efeito direto sobre 0 comportamento dos peixes
(ex. Kochhann et al., 2015 e Heuer et al., 2019), é provavel que a associacdo das alteracGes
desses parametros abioticos proporcione efeitos mais evidentes em decorréncia da interacao e
da potencializagdo das respostas comportamentais. Por exemplo, A. agassizii e Pyrhullina
brevis, expostas a condi¢des ambientais semelhantes ao cenario drastico, apresentaram aumento
nas taxas metabdlicas e no estresse oxidativo, o que pode desencadear uma melhor aclimatacédo
e ajustes no ambiente em decorréncia do seu habito de vida. Ja para Colossoma macropomum,
ambientes de temperatura e CO- elevados desencadearam aumento dos niveis de cortisol,
triglicerideos e glicose plasmaticos e estimularam o maior consumo de alimento (Oliveira e
Val, 2016). De acordo com Miller et al. (2015), o aumento moderado de CO; e da temperatura

da agua associados reduz o sucesso reprodutivo em Amphiprion melanopus, o que ndo ocorreu

quando os fatores ambientais foram analisados separadamente. Neste estudo, observa-se que a
alteracéo da temperatura e do CO2 no ambiente aquatico modula diretamente o comportamento

agressivo de A. gibbiceps, indicando que as previsoes
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de mudancas climaticas previstas pelo IPCC poderdo impactar significativamente no contexto
social e ambiental para ciclideos amaz6nicos.

Dentro deste contexto, propfe-se 0 uso do enriquecimento ambiental como um
mitigador do efeito das mudancas climaticas sobre 0 comportamento agressivo em peixes. De
acordo com Gerber et al. (2015), enriquecimento reduz a condi¢do estressora decorrente da
organizacdo social (e.g., estresse social) e pode potencializar o bem-estar dos animais. A
insercdo de complexidade fisica no ambiente é utilizada para reduzir a exibicdo de
comportamentos estereotipados (Naslund e Johnsson, 2016) e pode atuar como recursos (ex.
abrigo, sitio reprodutivo e/ou de alimentacdo) para os peixes (Gerber et al., 2015), interferindo
diretamente na agressividade e defesa territorial dos individuos. De fato, o enriquecimento
fisico aumentou a frequéncia de itens agressivos em Oreochromis niloticus (Barreto et al., 2011)
e A. agassizii (Kochhann e Val, 2017). Resultado similar foi observado neste estudo, o que
reforca o uso das estruturas (tubos de plastico) como um recurso valioso para 0s animais que
disputam e utilizam este artefato como um territorio reprodutivo e/ou abrigo (ex. A.
cacatuoides; Alves et al., 2009), caracteristica evidenciada pela maior frequéncia de interacdo
agressiva associada a este local, conforme também observado para A. agassizii (Kochhann e
Val, 2016). Ressaltando que em animais sociais a agressividade temsua importancia, pois é
através dela que se definem as posi¢des sociais dentro de um grupo, bem como a prioridade de
acesso aos recursos (Hardy e Briffa, 2013; Frommen, 2019). De modo efetivo, 0 enriquecimento
estrutural pode estimular o comportamento territorial em peixes, aumentando a disputa pelo
recurso e, consequentemente, a frequéncia de comportamento agressivo (ex. Boerrigter et al.,
2016; Kochhann, 2017).

Vale ressaltar que o enriquecimento ambiental tem efeito apenas na condicdo climatica
intermediaria, onde foi observada maior agressividade que, por sua vez, indica uma maior
motivagdo para a defesa territorial com possivel impacto na aquisi¢do de recursos e naexibicado
do comportamento reprodutivo. Assim, pode-se concluir que 0s animais conseguem se ajustar
até um limite de alteracdo ambiental (intermediario), onde a disponibilizacdo de recurso é um
fator estimulador da disputa. Embora, no cenério drastico, o enriquecimento ndo teve efeito na
frequéncia do comportamento social de A. gibbiceps, esta condi¢cdo ambiental estimulou a
motivacao agressiva dos animais evidenciada pela menor laténcia para a exibicdo dessa resposta
comportamental.

De modo geral, as mudancas climaticas desencadeiam estratégias de vida emergenciais
nos peixes, o que foi evidenciado por este estudo com a modulagéo do
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comportamento agressivo e da territorialidade de A. gibbiceps submetidos a diferentes
condigdes ambientais. Conforme relatado por Nobre et al. (2007) e Souza et al. (2019), o
ambiente amazo6nico vem sofrendo intensamente com as agdes antrdpicas, o que podera
impactar diretamente na biodiversidade e nos ecossistemas aquaticos. Assim, 0 uso de
estimulos e/ou recursos no ambiente pode ser sugerido, pelo menos parcialmente, para mitigar
os efeitos das mudancas climaticas e, consequentemente, contribuir para melhores condicGes

de bem-estar para as espécies amazonicas.
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