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RESUMO

Populacdes isoladas por muitas geracdes tendem a sofrer alteracfes genotipicas e
fenotipicas que se acentuam ao longo do tempo de forma a inviabilizar o cruzamento
com individuos da populacdo matriz. Esse fenbmeno evolutivo é conhecido como
especiacdo alopatrica e, apesar de relativamente comum, € um processo lento, cujo
estabelecimento é de dificil percepcdo em populacbes naturais. Dentre as
expressodes fenotipicas afetadas pelo isolamento, o comportamento pode apresentar
alteracdes discretas. Mediante esse contexto, investigou-se uma populacdo de um
pequeno caracideo Neotropical (Astyanax aff. fasciatus) que vive isolada
geograficamente em completa abstencéo de interacbes com outra espécie de peixe,
e, portanto, experimenta atenuagcdo de efeitos da predacdo. Tal configuracdo de
isolamento é rara na natureza e caracteriza uma excelente oportunidade para testar
hipoteses ecolbgico-evolutivas, tal como a Hip6tese da Ingenuidade Ecolégica (HIE),
gue sugere gue o isolamento entre presa e predador acarreta a perda da capacidade
da presa reconhecer ou responder com eficiéncia a uma ameaca de predacao.
Nesse cenario, investigou-se experimentalmente (i) o reconhecimento do predador
(nivel 1 da HIE), sob a hipdétese de que individuos de popula¢cdes isoladas (PI)
perderam a capacidade de reconhecer um peixe predador; e (ii) a resposta a um
estimulo de predacédo (nivel 2 da HIE), sob a hipotese de que esses individuos
isolados apresentam resposta anti-predador similar as apresentadas por individuos
da populacdo nao isolada (PNI). Os resultados sugerem que individuos da PI
apresentam diminui¢cdo da percepcdo da ameaca de predacdo especifica, mas sua
resposta ao estimulo de ataque generalizado é semelhante a resposta apresentada
por individuos da PNI. Esses resultados sugerem gue a auséncia do predador ao
longo de geracdes proporciona a perda de comportamentos com elevado custo
energético (como vigilancia) e posteriormente comportamentos que demandam
custo menor (como fuga). Além disso, a agilidade na fuga provavelmente nao é
diminuida pois essas populacdes estdo sujeitas a estimulos de outros predadores
(como aves) e a interacdes intraespecificas negativas, como a agressividade na
disputa por recursos.

Palavras-chave: evolucéo, naiveté, peixe, populacao isolada, predacao.



ABSTRACT

Populations isolated for many generations tend to develop genotypic and phenotypic
changes that may increase over time and make crossing with individuals from the
parent population unfeasible. This evolutionary phenomenon is known as allopatric
speciation and, although relatively common, it is a slow process whose establishment
is difficult to perceive in natural populations. Among the phenotypic expressions
affected by isolation, behavior may show slight changes. Within this context, we
investigated a population of a small Neotropical characid (Astyanax aff. fasciatus)
that lives geographically isolated and completely abstaining from interactions with
other fish species, and therefore experiences reduction of predation effects. Such
high-level isolation configuration is rare in nature and provides an excellent
opportunity to test ecological-evolutionary hypotheses, such as the Naiveté
Hypothesis (NH), which suggests that isolation between prey and predator leads to
the loss of the prey's ability to recognize or respond efficiently to a threat of
predation. In this scenario, we experimentally tested (i) predator recognition (NH,
level 1), under the hypothesis that individuals from isolated populations (IP) lost their
ability to recognize a predatory fish; and (ii) the response to a predation cue (NH,
level 2), under the hypothesis that these individuals present an anti-predator
response which is similar to those presented by individuals from the non-isolated
population (NIP). The results suggest that individuals in IP have a decreased
perception of the threat of specific predation, but their response to the generalized
attack cue is similar to the response presented by individuals in the NIP. These
results suggest that the absence of a given predator over generations led to the loss
of high-costly behaviors (such as vigilance), and subsequently lower cost behaviors
(such as escape). In addition, the scape agility is probably not diminished as these
populations are subject to stimuli from other predators (such as birds) and to
negative intraspecific interactions, such as aggressiveness in the dispute over
resources.

Keywords: Evolution, naiveté, fish, isolate populations, predation.
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1 INTRODUCAO GERAL

A Biologia Evolutiva € o ramo da ciéncia que investiga mecanismos
geradores da biodiversidade. O conhecimento dos processos evolutivos e de todas
as questbes envolvidas subsidiam direcionamentos precisos de acgles de
conservacao da natureza (CRANDALL et al., 2000, FRANKHAM, 2010). Dentro do
contexto de pesquisas em evolu¢cdo, uma Unidade de Conservacao no Municipio de
Ponta Grossa, Parana, o Parque Estadual de Vila Velha (PEVV), apresenta uma
configuracdo ambiental rara em que popula¢cbes da mesma espécie sdo encontradas
sob pressdes naturais distintas, condicbes essas que fornecem uma oportunidade
Unica para estudar eventos evolutivos recentes.

O PEVV é uma unidade de conservacao que se localiza no alto curso da
bacia do Rio Tibagi, em Ponta Grossa, estado do Parana, regido Sul do Brasil. Esta
regido apresenta formas raras de arenito, conhecidas localmente como furnas
("cavernas profundas e ingremes") que sdo buracos naturais. A conectividade de
grandes massas de agua esta ausente, mas ha um fluxo continuo entre as furnas
através de pequenos poros das rochas. Ha ainda, no PEVV, a Lagoa Dourada,
ambiente conectado a um riacho, o que permite fluxo génico.

Habitando o PEVV estdo populacdes de lambaris da espécie Astyanax aff.
fasciatus, que serdo utilizados como organismos modelo para investigar possiveis
divergéncias evolutivas de populacdes sob diferentes graus de isolamento e
diferentes pressdes evolutivas. Essas divergéncias podem estar ligadas a um
processo de especiacao alopatrica (MATOSO et al., 2010, SHIBATTA; ARTONI,
2005).

Muitas linhas de pesquisa podem ser aplicadas no PEVV para que obtenha-
se um maior entendimento sobre os diversos fatores que cercam a especiacdo. Para
as questbes comportamentais e de interacao, varias hipoteses ecoldgicas podem ser
testadas, todas integralmente baseadas no fator de isolamento. Inicialmente, a
hipotese da ingenuidade (DARWIN, 1839; 1845) pode fornecer algumas
compreensdes como, por exemplo, o auxilio ao entedimento da dinamica de invasao
de espécies. A ingenuidade pode ser interpretada como uma novidade evolutiva ou

ecoldgica para a qual um determinado organismo esta despreparada e € comumente
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abordada em estudos ecologicos em ilhas ou relacionados a invasao (SAUL et al.,
2013, CARTHEY; BANKS, 2014).

Considerando que as populacdes de peixes das furnas estdo em condi¢des
de isolamento a inUmeras geracdes e portanto livres de inimigos naturais como
predadores e competidores, € provavel que a diminuicdo de interacfes
interespecificas negativas tenham permitido a selecédo de individuos com respostas
anti-predador ineficientes ou ausentes (COX; LIMA, 2006; SIH et al. 2010).

1.1 O PARQUE ESTADUAL DE VILA VELHA

O Parque Estadual de Vila Velha (PEVV), segundo Campos e Dalcomune
(2011), foi estabelecido como uma Unidade de Conservagéo, no ano de 1953 e esta
localizado numa regido denominada Campos Gerais, no Sul do Brasil (Figura 1),
entre as coordenadas 25°12’34”e 25°15’35” de latitude S, 49°58’04” e 50°03’37” de
longitude W abrangendo uma area de 3.122,11ha, com altitude maxima de 1.068m.
Possui um clima temperado de acordo com a classificacdo climatica de Kdppen e
encontra-se no curso superior do rio Tibagi, abrigando parte das nascentes do
mesmo, cuja drenagem conta com duas bacias principais: a do rio Quebra Perna e
do rio Guabiroba (CAMPOS; DALCOMUNE, 2011). Ainda de acordo com Campos e
Dalcomune (2011), no PEVV ocorrem Formacfes denominadas por Maack (1946b
apud CAMPOS; DALCOMUNE, 2011) como “Arenito Vila Velha” que conta com
arenitos esbranquicados da Formacao Furna e siltitos da formacédo Ponta Grossa,
gue sao sobrepostos por arenitos roseos-avermelhados do Grupo Itararé.

Dentre as feicdes de relevo encontradas no PEVV, destacam-se as furnas
gue, segundo Melo, et. al. (2011) sdo “um tipo de poco de desabamento (sinkholes),
formados pelo colapso do teto de grandes cavidades subterraneas” (Figura 2). Estas
possuem diametro médio de 80 m com paredes atingindo profundidades de até 110
m sendo a lamina de agua com cerca de 50 m, sendo tais formacfes
interconectadas por aguas subterraneas (CAMPOS; DALCOMUNE, 2011). Existem
vérias furnas no PEVV, entretanto, as mais conhecidas sdo as furnas denominadas
Furna 1, 2, 3 e 4 e Lagoa Dourada (Figura 3) sendo a Furna 3 seca, e a Lagoa
Dourada uma furna em “estagio terminal’, assoreada (MELO, et. al., 2011;
CAMPOS; DALCOMUNE, 2011). No presente estudo o foco esta na Furna 2 que é o

local onde se encontra uma populacéo de Astyanax aff. fasciatus isolada.



Figura 1 — Mapa representando a localizagédo do Parque Estadual de Vila Velha (PEVV).
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Fonte: Adaptado de Campos e Dalcomune (2011)
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Figura 2 — Representacéo gréafica do processo de formagédo das Furnas.
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Figura 3 — Representacdo de profundidade das Furnas (sinkholes) e Lagoa Dourada (Dourada
Lagoon)
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Fonte: Adaptado de Matoso et al. (2013)

O PEVV é conhecido nacional e internacionalmente por sua relevancia
turistica, cientifica e ecolégica como escrito por Campos e Dalcomune (2011) que
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destacam que o desenvolvimento de pesquisas na fauna local sédo de grande
importancia.

1.2 Astyanax aff. fasciatus

O género Astyanax €, segundo Matoso et al. (2013), um dos mais diversos e
numerosos dentro da familia Characidae apresentando uma grande plasticidade
fenotipica e genética. Estdo presentes em abundancia nas &aguas tropicais e
subtropicais da América do Sul e Central (MELO, 2005) e apresentam grande valor
comercial e cientifico, sendo também muito utilizado na pesca esportiva (SHIBATTA,;
ARTONI, 2005). Este género se trata de um grupo polifilético sendo dificil a
delimitacdo entre as espécies (GAVAZZONI; MARGARIDO; GRACA, 2016).

A espécie Astyanax fasciatus (Cuvier, 1819) é considerada um complexo de
espécies cripticas (PAZZA et al., 2008). Os peixes desta espécie sdo conhecidos
popularmente como lambari-do-rabo-vermelho. Individuos da espécie A. fasciatus
sédo encontrados somente no Rio Sao Francisco, alto curso do Rio Parana, sendo
gue as populacbes provindas de outros lugares provavelmente sdo espécies
distintas (MELO, 2005), entretanto, devido a semelhanca, apesar de ainda nao ser
descrita, a espécie encontrada no Rio Tibagi e seus afluentes sao identificados
como Astyanax aff. fasciatus. Um estudo publicado por Matoso et al. (2010), mostra
o resultado de analises da variabilidade genética comparando individuos de 3 locais:
Furnas (1 e 2), Lagoa Dourada e Rio Tibagi, onde resultados mostram diferencas
significativas entre as populagcbes do Rio Tibagi e da Lagoa Dourada quando
comparados a populacdo das Furnas. Esses resultados sugerem que um possivel
fendbmeno evolutivo esteja ocorrendo nesta populacdo, como efeito fundador e
deriva genética, originado por evento de isolamento, possivelmente vicariancia que é
proveniente de modificacbes geoldgicas, porém esse dado ainda € incerto
(SHIBATTA; ARTONI, 2005). Estudos morfométricos também corroboram com a
hip6tese citada anteriormente pois a populacdo da Furna 2 se mostra diferente em
alguns aspectos morfolégicos (principalmente diferencas nas escamas circum-
pedunculares e no numero de raios da nadadeira anal) quando comparadas a
populacdes externas (SHIBATTA; ARTONI, 2005). Outra diferenca, que é possivel
observar, mas que ainda ndo existem publicagbes sobre tal, € o tamanho dos olhos.

Os individuos da Furna 2 apresentam olhos maiores quando comparados aos
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individuos da Lagoa Dourada (ainda sem base estatistica, apenas observacdo dos
pesquisadores) e essa caracteristica pode estar relacionada a quantidade de luz que
incide na Furna 2, sendo menor que a luminosidade da Lagoa Dourada.

A populacdo da Furna 1 j4 foi extinta devido a eutrofizagdo da agua
desencadeada pelos excrementos liberados no periodo reprodutivo de aves que
habitam o local (MATOSO et al., 2010). Tal acontecimento reforca a importancia de
se estudar a populagéo isolada que ainda habita a Furna 2 (Figura 4) a fim de

compreender sua ecologia e, desta forma contribuir para a sua preservacao.

Figura 4 — Astyanax aff. fasciatus coletado na Furna 2 do Parque Estadual de Vila Velha, Brasil.

2cm

Fonte: Luz Elena de La Ossa Guerra.

Alguns estudos ja foram feitos com esta populacdo, especialmente em
relacéo a parte genética, mas, ainda ha muito a ser aprendido. Esfor¢os estdo sendo
direcionados a projetos envolvendo esta populacdo afim de levantar dados
importantes para a sua conservacdo, entre eles estdo dados morfométricos,
parasitolégicos, populacionais e comportamentais, como no presente estudo. Outra
importante relevancia ao estudo € trazida pelo fato de que esta configuracdo é rara
no mundo, onde uma populacdo de peixes esta extremamente isolada intra e
interespecificamente, proporcionando a oportunidade de estudar o processo de

especiacdo sob diferentes perspectivas.
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1.3 UMA VISAO SOBRE O ESTADO DA ARTE DE POPULACOES ISOLADAS DE
PEIXES

Com base no contexto ja citado, foi feito um breve levantamento de
publicacdes a fim de conhecer popula¢des que experimentam o nivel de isolamento
semelhante ao encontrado na Furna 2 do PEVV. Foram analisados os artigos
obtidos através da base de periddicos “Web of Science” (ISI Web of Knowledge —
http://apps.webofknowledge.com) para resultados de busca com os termos “isolat*

”

populat® or ‘populat* isolat” no primeiro campo de busca e, no segundo campo de
busca, “and ‘fish*” |, pesquisando em “tépico” que abrange titulo, resumo e palavras-
chave. A pesquisa foi realizada entre os meses de maio e margo de 2019.

A base de dados apresentou um resultado de 467 artigos, dos quais 90
foram selecionados para analise, através da leitura do resumo, por envolverem
estudos de populacdes isoladas de peixes. A maioria das populacdes estudadas é
dulcicola contando com 46 publicagbes, 19 publicacbes estudam populagdes
marinhas e 12 apresentam popula¢des anadromas. Ja em relacdo as familias de
peixes, a que possui maior ocorréncia foi a familia Salmonidae com publicactes,
seguido por Cichlidae e Cyprinidae.

Quanto ao contetudo destas publicacdes, a maioria apresenta populacdes
fragmentadas recentemente com abordagens de interacdes intraespecificas e sem
casos de isolamento total de interacdes interespecificas com outros peixes. Muitas
dessas sofrem fragmentacdo devido a acdo antrOpica, poucas apresentam uma
fragmentacao natural e antiga. Apenas trés estudos trazem dados de populacéo
isolada comparavel a populacdo foco de estudo neste trabalho, mas nenhuma
destas populacbes experimenta o isolamento total relatado para Astyanax aff.
fasciatus.

Ademais, apesar de ndo evidenciadas nessa pesquisa, estudos com
populacdes de peixes dos Blue holes, Bahamas, investigam aspectos ecolégico-
evolutivos acerca de populacbes de Gambusia hubbsi, que experimenta diversos
niveis de isolamento e interacbes (LANGERHANS; GIFFORD; JOSEPH, 2007,
MARTIN et al., 2013, HEINEN et al.,, 2013, LANGERHANS; MAKOWICZ, 2009,
LANGERHANS; GIFFORD, 2009). Merece destaque o estudo predador-presa
desenvolvido por Fowler (2018), cujos resultados vdo de encontro ao estudo inédito

apresentado nessa dissertagao.
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2 EFEITOS DO ISOLAMENTO GEOGRAFICO NO COMPORTAMENTO ANTI-
PREDADOR DE UMA POPULACAO SELVAGEM SOB A PERSPECTIVA DA
HIPOTESE DA INGENUIDADE

2.1 INTRODUCAO

Diferentes pressGes ambientais podem resultar em mudancas genotipicas e
fenotipicas divergentes em populagbes naturais (HEINEN-KAY et al., 2016,
MONTEIRO; DUARTE; REIS, 2003, RIESCH; MARTIN; LANGERHANS, 2013), tais
alteracbes podem ser etapas do processo de especiacao que, segundo a hipotese
classica do conceito bioldgico de espécie, se da a partir do momento em que ocorre
isolamento reprodutivo (FREEMAN; HERRON, 2009). Assim o comportamento
(aprendido ou inato), considerado uma expressdo do fenotipo, varia quando
populacdes estdo expostas a diferentes situacdes ambientais (ALCOCK, 2011).
Quando se abordam alteracbes comportamentais do ponto de vista evolutivo, é
preciso investigar se existem diferencas intrapopulacionais (polimorfismo) e entender
se tais variacoes apresentam valor adaptativo (ALCOCK, 2011).

Individuos de populagdes isoladas (Pl) que experimentam a diminuicdo de
interacdes interespecificas negativas, podem apresentar alteracdo de caracteristicas
especificas quando comparados com individuos de popula¢des nao isoladas (PNI)
ao longo do tempo evolutivo (BLUMSTEIN; DANIEL; SPRINGETT, 2004, COX;
LIMA, 2006, HEINEN-KAY et al., 2016, LOSOS et al., 2006). Essas alteracdes sao
provenientes da “selegao relaxada” que é definida como a perda de um agente
seletivo. Se, ao longo de geracdes, determinada espécie perder o contato com o
agente seletivo, certas caracteristicas relacionadas a ele podem também ser
perdidas, esse fenbmeno é denominado “selecéo inversa” (WUND et al., 2015).

A presenca do predador afeta ndo somente a resposta direta a predacao,
mas também outros comportamentos (HEINEN-KAY et al., 2016), como
consequéncia pode ocorrer a reducdo do valor adaptativo (LIND; CRESSWELL,
2005), uma vez que os animais tomam importantes decisbes de acordo com 0s
riscos enfrentados (HEINEN-KAY et al.,, 2016, KATS; DILL, 1998). A pressao
evolutiva exercida pela predacdo € uma das interagcdes que mais seleciona
mudancas fenotipicas, como morfologia e comportamento (LANGERHANS;
MAKOWICZ, 2009, LIMA; DILL, 1990).
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Na auséncia de predador os individuos que apresentam resposta anti-
predador diminuida podem ter vantagem evolutiva sobre individuos que se
comportam como se ainda estivessem na presenca de tal (FOWLER, 2018). Isso se
deve ao fato de que quando ndo h& mais determinada pressédo evolutiva ocorre um
aumento na variacdo do fenoétipo ligado a essa pressédo, e tal variacdo recruta
caracteristicas que antes traziam um baixo valor adaptativo, mas agora podem
trazer certas vantagens evolutivas (JOLLY; WEBB; PHILLIPS, 2018, MCPHEE;
MCPHEE, 2012). Essas vantagens, no caso do comportamento anti-predador, se
dao pelo fato de que os individuos que ja ndao tém este comportamento, podem
apresentar uma exploragdo melhor do habitat com maior capacidade de defesa
territorial, mais sucesso no forrageio e, por consequéncia, uma nutricdo melhor, um
desenvolvimento mais eficiente e maior sucesso reprodutivo (GHERARDI et al.,
2011; BROWN et al., 2006). Por decorréncia destes fatores, com o acumulo das
geracOes, pode ocorrer a perda da resposta anti-predador, que impossibilita a presa
de reconhecer o perigo, tornando-a mais suscetivel & predacdo (FOWLER, 2018). E
essa auséncia de resposta, conhecida como Naiveté (ou ingenuidade), que coloca a
populacdo de presas sob risco em caso de um reencontro com o predador
(BLUMSTEIN; DANIEL; SPRINGETT, 2004; RAMAMONJISOA; NAKANISHI;
NATUHARA, 2019; SALO, 2007).

Charles Darwin (1839,1845) descreveu a mansidao das aves de Galapagos
gue, inclusive, se deixavam tocar por humanos. Embora esse tenha sido um dos
primeiros relatos de ingenuidade ecoldgica, a descricdo e fundamentacdo da
Hipotese da Ingenuidade Ecologica (Naiveté Hypothesis, HIE), fora apresentada
mais de um século depois (DIAMOND; CASE, 1986). Essa hipOtese sugere que
existem trés niveis de ingenuidade definidos: (i) a presa néo reconhece o predador;
(i) a presa reconhece porém nao apresenta resposta anti-predador; e (iii) a presa
reconhece e responde a esse predador, porém a resposta nao é eficiente a ponto de
evitar a predacédo (BANKS; DICKMAN, 2007, CARTHEY; BANKS, 2014).

Nesse contexto, utilizou-se uma populacdo natural de caracideos
neotropicais Astyanax aff. fasciatus (Cuvier, 1819) que experimenta o isolamento
geografico a inumeras geracdes (SHIBATTA; ARTONI, 2005) como modelo para
compreender aspectos da interacdo predador-presa no contexto evolutivo da HIE.
Essa populag&o natural perdeu o contato com quaisquer outras espécies de peixe e

vive isolada em uma furna (lago natural e isolado no fundo de uma cratera). A
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auséncia de um peixe predador pode ter proporcionado a perda de comportamentos
ligados a sua presenca, a ndo ser que outra fonte de selecdo tenha agido e
proporcionado a manutencdo de comportamentos ancestrais (FOWLER, et. al.,
2018; ALCOCK, 2011). A fim de testar os niveis de ingenuidade dessa populagéo
isolada, utilizaram-se experimentos laboratoriais que visaram detectar diferencas
comportamentais de individuos de Astyanax aff. fasciatus em condicdo de
isolamento e de ndo isolamento geogréfico, sob as hipoteses de que (i) individuos
de populacgdes isoladas perderam a capacidade de reconhecer um peixe predador e,
(ii) apesar de ndo reconhecerem tal predador, esses individuos apresentam resposta
de fuga similar as respostas apresentadas por individuos da populacdo néo isolada

frente a um estimulo de predacéo.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Espécies e Area de Estudo

Para os experimentos foram utilizados exemplares de Astyanax aff. fasciatus
(Figura 1) e Hoplias sp., conhecido popularmente como traira (figura 2), sendo o
primeiro a espécie de estudo e o segundo seu predador natural (MICHELS-SOUZA,
2011). Apesar de a traira ser um predador comum em aguas Neotropicas, a

populacéo isolada foco desse estudo ndo experimenta essa pressao de predacao.

Figura 1 — Astyanax aff. fasciatus coletado na furna 2 do Parque Estadual de Vila Velha, Brasil.

2cm

Fonte: Luz Elena de La Ossa Guerra.
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Figura 2 — Hoplias sp. utilizado para o experimento que testa o nivel 1 de ingenuidade.
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Fonte: A autora e Luz Elena de La Ossa Guerra.

O Parque Estadual de Vila Velha (PEVV), Parana (Figura 3a), regido sul do
Brasil (25°14°09” S, 50°00'17” W), conta com a formacdo geoldgica de crateras
ingremes que abrigam lagos no seu interior, chamados de furnas (Figura 3b). O peixe
utilizado como modelo nesse estudo € encontrado em uma dessas furnas (furna 2)
(Figura 3c), onde os individuos estdo em isolamento severo a inUmeras geracdes
(SHIBATTA; ARTONI, 2005). A populacdo controle e o predador (Hoplias sp.) séo
encontrados em um ambiente vizinho, conhecido como Lagoa Dourada (Figura 2.3d),
que é também uma furna, porém ja bastante sedimentada (CAMPOS; DALCOMUNE,

2011) e conectada por riachos com o Rio Tibagi.
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Figura 3 - a) mapa representando o Parana com destaque para a regiao onde estd localizado o
PEVV; b) representacéo lateral das furnas encontrada no PEVV, Lagoa Dourada e Rio Tibagi; c)
imagem aérea feita com drone da furna 2; d) imagem horizontal da furna 2 e; e) imagem subaquatica
da furna 2.

Fonte: a) adaptado de Campos e Dalcomune (2011); b) Adaptado de Matoso et al. (2013); c) imagens
aéreas, Raul Renn6 Braga; d) e e) a autora.

2.2.2 Coleta e Aclimatacéao

As coletas dos exemplares de Astyanax aff. fasciatus foram realizadas entre
fevereiro e outubro de 2019 na Furna 2 e na Lagoa Dourada com o uso de redes de
arrasto e covos. Apds a coleta os peixes foram transportados vivos em sacos
plasticos para o Laboratério de Ecologia Aquéatica da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parand — Campus Ponta Grossa, onde foram alocados separadamente
em tanques de 500 |; e um exemplar de Hoplias sp. foi alocado em um aquario com
50 I. Os peixes foram aclimatados as condi¢des laboratoriais (ciclo de luz 12-12

horas, temperatura de 20°C, &gua recirculante com aeragdo) durante dez dias antes
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dos experimentos. Os Astyanax foram alimentados com racdo comercial duas vezes
ao dia e o exemplar de Hoplias sp. foi alimententado com pequenos caracideos uma
vez ao dia, ambos até a saciagao.

O projeto foi executado com autorizacdo para coleta de material biolégico
junto ao Ministério do Meio Ambiente (MMA/ICMbio N°. 15115-1) e do Instituto
Ambiental do Parana (IAP Protocolo 15.190.528-5; Autorizacdo 15.18). Os
procedimentos foram autorizados pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de
Animais da Universidade Tecnoldgica Federal do Parand (CEUA parecer N°. 2018-
025/2018). Os espécimes foram identificados e depositados na colecao ictiolégica do
Museu de Histéria Natural do Capao da Imbuia, Curitiba, Parana, Brasil, sob o
namero de voucher MHNCI13001.

2.2.3 Experimento 1: Reconhecimento do Predador

Esse experimento consistiu em investigar o primeiro nivel da Hipdtese da
Ingenuidade Ecoldgica (HIE), para tanto analisou-se o comportamento de individuos
de populacgdes isoladas (PI) e ndo isoladas (PNI) de Astyanax aff. fasciatus frente ao
estimulo de predacdo de Hoplias sp. A utilizacdo de um predador vivo permite
aproximar esse tipo de experimento em laboratério a realidade do ambiente natural,
e dessa forma minimizar erros de interpretacdo (CARTHEY; BANKS, 2014).
Ademais, o0 experimento com um predador vivo permite que a presa seja exposta
tanto a estimulos visuais quanto quimicos em um Unico ensaio, sendo esse ultimo
de relevante importancia para reconhecimento do predador em ambientes aquaticos
(MITCHELL; BAIROS-NOVAK; FERRARI, 2017).

Os ensaios foram realizados em aquarios (arenas) com dimensdes de 60 X
35 x 35 cm e preenchidos com 50 | de agua com condic¢des fisico-quimicas idénticas
as dos tanques de aclimatacdo para evitar comportamento de alocacédo de risco
(LIMA; BEDNEKOFF 1999; FERRARI et al. 2009). Os fundos dos aquarios foram
cobertos com uma camada de pequenas pedras (diametro < 2 mm) para minimizar o
stress e, momentos antes do experimento, as bombas de agua foram desligadas a
fim de cessar o fluxo durante a execucdo. As arenas foram cobertas nas laterais
com um pano preto para evitar estimulos indesejados, e apresentavam fundo

quadriculado (10 x 10 cm) de modo a permitir mensurar os deslocamentos dos
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peixes. Essas arenas foram alojadas dentro de um set de filmagem com paredes
escuras e a parte da frente foi aberta para filmagem por cémeras tipo full-HD
(Logitech C922, resolucdo de 15 quadros por segundo e 1080 pixels) posicionadas
na frente das arenas (Figura 4). Individuos de Astyanax aff. fasciatus da Pl e da PNI
foram colocados um por vez dentro de cada arena para uma segunda aclimatacéo
de 18 horas precedentes ao experimento. Esse periodo foi determinado com base
em experimentos piloto que sugeriram que apos cerca de 12 horas os individuos
apresentavam comportamento natural de forrageio e exploragdo do ambiente. O
periodo de aclimatacdo pode variar de espécie para espécie e de acordo com o tipo
de experimento, sendo que ndo ha uma generalizacdo em torno dessa metodologia
(NANNINGA et al., 2017).

Figura 4 — Set de filmagem onde foram filmados os experimentos, montado com paredes pretas para
evitar estimulos visuais indesejados.

Fonte A autora.

Apés esse periodo, uma divisoria foi colocada entre as arenas dividindo-as
em duas partes iguais. Em um dos lados ficou a presa [CP (médio) = 48,90+ 17,67
mm (PNI); CP (médio) = 54,88 + 15,61 mm (PI)] e do lado oposto foi inserido um
individuo de traira (CP = 18 cm, Figura 5). A fim de prevenir um eventual ataque e
preservar as presas, o predador foi alimentado momentos antes do experimento.
Apds 30 minutos a diviséria foi removida e cada uma das 12 réplicas foi filmada

durante 11 minutos (o primeiro minuto para que o individuo se acostumasse com a
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remocdo da diviséria e os 10 restantes considerados para o0 experimento). Os
experimentos foram filmados no periodo da manha entre 9:00 e 12:00 horas, uma

arena por vez de forma totalmente randémica.

Figura 5 — Imagem da arena no momento do experimento 1 (lado esquerdo predador, lado direito
presa).
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Fonte: A auto}a.

Os videos foram analisados posteriormente de forma a investigar a variavel
tempo que cada presa permaneceu na area de ataque do predador. Essa area de
ataque foi previamente determinada a partir de experimentos (n = 24) filmados que
descreveram aspectos espaciais dos ataques em que as presas se encontravam no

momento em que o predador impulsiona o ataque (Figura 6).

Figura 6 — Representacdo esquematica indicando a area de ataque (em verde) do Hoplias sp.,
definida a partir de experimentos exploratérios em laboratério.

Fonte: A autora.
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Ao final dos experimentos, os dados foram submetidos a um teste de Mann-
Whitney e as andlises foram realizadas com o programa R e os gréficos foram
confeccionados com o programa Past.

2.2.4 Experimento 2: Resposta Anti-Predador

O segundo experimento teve como objetivo testar o segundo nivel da
Hipdtese da Ingenuidade Ecoldgica (HIE). Para tanto, a resposta anti-predador de
Astyanax aff. fasciatus da Pl e da PNI frente a uma investida do predador, simulada
por um modelo artificial de traira (Hoplias sp.) acionado remotamente, foi registrada
e analisada em videos.

Esse experimento foi executado em arenas com as mesmas dimensdes e
condi¢cBes do experimento anterior. Antes do inicio, em cada arena foi inserido um
modelo de predador em 3D que, simulando um comportamento de emboscada, era
acionado remotamente. O mecanismo consistiu em um cano de PVC com 4 cm de
diametro e 25 cm de comprimento fixado por uma ventosa no fundo da arena,
coberto com folhagens para camuflagem, com cortes longitudinais superior e lateral
em que se encaixava o0 modelo de predador (CT = 21 cm). Esse modelo foi
amarrado pela nadadeira caudal com uma linha de nailon passando por furos na
extremidade anterior do cano, que permitia acionamento remoto ao puxar essa linha
pelo lado de fora da arena, simulando uma investida de predacao (Figura 7).

Figura 7 — Representacdo esquematica do mecanismo de ataque utilizado para o experimento que
testou a resposta anti-predador de Astyanax aff. fasciatus. O modelo em 3D de Hoplias sp. (predador)
fica escondido dentro de um cano simulando o comportamento emboscador desse predador (A). Em
seguida, através de um sistema remoto acionado por linhas de ndilon, o modelo é projetado para

frente de forma a simular um um ataque (B). Esse modelo foi inspirado pelo descrito por Goulart e
Young (2013).
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Fonte: A autora.
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Com as arenas preparadas e ja com os modelos de predadores alocados
em seu interior, foram amostrados aleatoriamente 11 individuos (réplicas) de cada
uma das duas popula¢des naturais (Pl e PNI), que foram inseridos nas arenas e
aclimatados pelo periodo de duas horas (tempo definido a partir de testes piloto que
permitiram que as presas se comportassem de forma a explorar o ambiente da
arena).

Em seguida, utilizando-se o mesmo set de filmagem descrito no experimento
anterior, 0os ensaios foram gravados em video. O procedimento para acionamento do
estimulo de predacdo, consistiu em aguardar até o momento em que a presa
ocupasse a area de ataque do predador pré-derminada (Figura 6). A variavel
resposta foi extraida dos videos de forma a contabilizar o tempo de reacéo (fuga) em
relacdo ao estimulo de ataque. A precisdo das imagens foi de um quadro a cada
0,06 segundos. Os dados foram submetidos um teste de Mann-Whitney a fim de
detectar diferencas no comportamento de fuga das duas populagdes em questdo. O
programa R foi utilizado para as analises e o programa Past foi utilizado para a
confeccao do grafico.

Ao final de ambos os experimentos, os individuos foram anestesiados em
Benzocaina 0.1g/l, sacrificados e armazenados em alcool 70% no Laboratério de

Ecologia Aquatica da Universidade Tecnologica Federal do Parana.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Experimento 1

Durante os dez minutos de filmagem do comportamento de reconhecimento
do predador, os individuos da PI permenceram em média 98,1 segundos (+ 12,7
segundos) na area de ataque do predador, enquanto os individuos da PNI
permeneceram em meédia 25,0 segundos (x 1,1) nessa mesma area. O teste de
Mann-Whitney (U = 30,5; p < 0,01) sugere que os peixes da Pl permanecem mais

tempo na area de ataque da do predador do que os peixes da PNI (Figura 8).
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2.3.2 Experimento 2

Os individuos da PI levaram em média 0,065 (= 0,013) segundos para reagir
ao estimulo do predador, ja os individuos da PNI levaram em média 0,076 (+ 0,068)
segundos. O teste de Mann-Whitney (U = 52; p=0,57) sugere que néo existe
diferencas entre os comportamentos de fuga apresentados por individuos da Pl e
PNI (Figura 9).
Figura 8: Boxplot representando o tempo de permanéncia (em segundos) da presa na area de ataque
do predador. (Pl = populacao isolada; PNI = populacdo néo isolada). (média Pl = 98,1, PNI = 25,0;

mediana Pl = 87,4, PNI = 13,1; quartil 25 Pl = 32,7, PNI = 7,5; quartil 75 Pl = 134,1, PNI = 44,8; max.
Pl =269,9, PNI = 80,0, min. PI = 0, PNI = 0).
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Figura 9: Boxplot representando o tempo de resposta (em segundos) de cada populacdo (Pl =
populacdo isolada; PNI = populacdo nado isolada) mediante ao estimulo do modelo de predador.
(média Pl = 0,065 PNI = 0,076; mediana PI = 0,060, PNI = 0,000; quartil 25 PI = 0,000, PNI = 0,000;
quartil 75 Pl = 0,060, PNI = 0,060; max. Pl = 0,240, PNI = 0,480, min. Pl = 0, PNI = 0).
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2.4 DISCUSSAO

Os dados sugerem que individuos da populacdo isolada (PI) apresentam
baixa capacidade de reconhecer o predador em comparacdo com os individuos da
populacdo nao-isolada (PNI), e portanto se enquadram no primeiro nivel de
ingenuidade ecoldgica. Esse resultado pode ser compreendido no contexto
ecoldgico-evolutivo e evidencia que a auséncia do predador pode acarretar a perda
da resposta anti-predador. Dessa forma, € plausivel assumir que a Pl tenha perdido
a capacidade de reconhecer o predador por este ndo estar mais presente na sua
histéria evolutiva, dissolvendo efeitos da interacdo predador-presa (SIH et al., 2010).
Ainda, é provavel que essa diminuicdo acentuada da resposta anti-predador
proporcione novos valores adaptativos, tais como individuos mais ousados, que
forrageiam com mais liberdade e apresentam maior sucesso tanto na obtencdo de
recursos quanto na reproducéo (LIND; CRESSWELL, 2005, ALCOCK, 2011).

Do ponto de vista da conservacéo, populagbes isoladas e ingénuas estéo
sob risco constante de extingdo por motivos diversos. Um desses motivos se refere
ao fato de que, com a diminuicdo de interacdes interespecificas, caracteristicas
relacionadas podem ser perdidas e este € um dos fatores que podem promover o
declinio e a extingdo local da populacdo (SALO, 2007; CARTHEY; BANKS, 2015
ROSS et al., 2019). Isso se deve, sobretudo ao fato de que a presa, quando em
contato com um novo predador, pode mostrar-se ingénua em varios niveis, a ponto
de néo reconhecer o predador como um inimigo, ou de reconhecer mas apresentar
resposta ineficiente ao estimulo de predacdo (CARTHEY; BANKS, 2014).
Compreender essa dindmica € uma elementar preocupacdo para a conservacao
dessa populacéo unica.

Apesar de nao reconhecerem o predador, os individuos da PI respondem ao
estimulo de predacdo de forma semelhante aos individuos da PNI. Esse
comportamento de fuga é provavelmente caracterizado como uma reacdo a um
perigo generalizado, que ndo necessariamente é um predador (CARTHEY; BANKS,
2014). Tal resultado também pode estar relacionado com questdes morfofisioldgicas,
como a presenca da linha lateral que permite que o individuo perceba qualquer
perturbacdo na agua levando-o a uma rapida resposta a esse estimulo
(BLECKMANN; ZELICK, 2009).
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Presas comumente percebem e respondem a diversos estimulos de
predacdo, dos mais especificos (ex. recep¢do quimica, visual, sonora) aos mais
gerais (ex. ataque), e sua sobrevivéncia pode estar associada a sua historia
evolutiva com o predador. Estimulos especificos sdo mais facilmente perdidos
guando nao existe mais a presenca de um determinado predador, pois as
caracteristicas proporcionadas por esse predador desaparecem, € com 0 tempo
dissipa-se também a pressdo evolutiva que mantinha na presa a resposta a esse
predador. Entretanto, respostas mais gerais, como por exemplo a agilidade na fuga
de um ataque, podem ser mantidas, seja por interacdes predador-presa com outras
espécies de predadores e até mesmo por interacdes intraespecificas de
agressividade durante competicdo por recursos (CARTHEY; BANKS, 2014,
ALCOCK, 2011). Nesse estudo, a populacdo de Astyanax aff. fasciatus que é
isolada de predadores, perdeu a capacidade de reconhecer estimulos quimicos e
visuais do predador Hoplias sp., com o qual uma populacédo vizinha n&o-isolada
compartilha uma historia co-evolutiva continua.

Apesar de as populacdes néo apresentarem distincdo de comportamento de
fuga frente a um estimulo de predacéao, € ainda desconhecida a eficiéncia da fuga de
sucesso dos individuos da PI diante do risco de predacédo. Considerando o tempo
gue os individuos da Pl passam na area de ataque do predador, € plausivel assumir
gue as chances de sucesso ao tentar escapar de uma investida de predacéo, se
comparadas com individuos da PNI, sejam menores.

Fowler et. al. (2018) revelam perda do comportamento anti-predador de
Gambusia hubbsi que vivem sem a presenca de predador aquatico em configuracao
semelhante a apresentada nesse estudo. Outros estudos abordam essa dinamica da
perda do predador em distintos grupos de animais, como mamiferos (JOLLY; WEBB;
PHILLIPS, 2018, MESSLER et al., 2007, BLUMSTEIN, 2002) e répteis (BROCK et
al., 2014). Logo, com poucas excecdes, eventos naturais em que populacbes de
presa estao isoladas de todos os predadores sdo extremamente raros (BLUMSTEIN,
2002).

Esse estudo apresentou resultados de experimentos de comportamento que
testaram a ingenuidade ecoldgica de peixes isolados, e os dados sugerem que uma
populacéo isolada de Astyanax aff. fasciatus perdeu a capacidade de reconhecer a
ameaca de um peixe predador (nivel 1 de ingenuidade), mas apresenta resposta

anti-predador semelhante as dos peixes de uma populacdo ndo-isolada. A
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descoberta sugere que, populagdes isoladas do predador podem perder a resposta
anti-predador com o passar das geragfes. Caso esses resultados sejam tipicos de
outras situacdes de isolamento de predadores, € possivel que esse estudo seja um
modelo para auxiliar na compreensao da ecologia e evolucdo de populacdes de
presas potenciais livre de predadores, especialmente com o aumento exponencial
de invasdes biolégicas (SEEBENS et al., 2017). Proximos estudos devem focar na
elucidacédo de questdes como (i) alteracdes na resposta anti-predador mediante a
outros tipos de predadores (incluindo peixes com outras estratégias de
forrageamento); (i) compreensdo das consequéncias derivadas desta perda; (ii)
elucidacdo dos efeitos da auséncia de competicdo interespecifica; (iv) e
compreensdo de alternativas desenvolvidas por essa populacdo para lidar com

problemas comuns a populacdes isoladas, entre outros.
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