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RESUMO

A hipotese da ingenuidade ecoldgica propde que presas falham em reconhecer
predadores exoticos quando nao compartiham com eles uma histéria evolutiva,
aumentando sua vulnerabilidade em ambientes invadidos. Este estudo investigou esse
fendbmeno em Astyanax lacustris (lambari) ao comparar duas populagdes contrastantes,
uma exposta ha quase quatro décadas ao predador introduzido Cichla kelberi e outra
isolada em um riacho urbano sem histérico de invasdo. Avaliamos respostas
comportamentais frente a quatro estimulos: o predador nativo Hoplias mbigua, o predador
exotico C. kelberi, o controle nativo Leporinus friderici (piau), doravante denominada de
ndo predador nativo e o controle exdético Oreochromis niloticus (tilapia), doravante
denominada de nao predador exotico. Andlises multivariadas revelaram que ambas as
populacbes reconheceram e responderam adequadamente ao predador nativo, como
previsto, mas também discriminam o predador exotico, contrariando a expectativa central
de ingenuidade. Os achados sugerem que a neofobia pode atuar como mecanismo
conservador que favorece a persisténcia de A. lacustris sob risco incerto, enquanto a
discriminacao fina entre predadores aponta para mecanismos basais de reconhecimento,
generalizagao de pistas e reconhecimento de arquétipos. Em conjunto, os resultados
mostram que, embora a populagdo experiente apresente respostas mais intensas, ambas
as populagdes reconhecem o predador exotico, rejeitando a ocorréncia do primeiro nivel
de ingenuidade ecoldgica e revelando a alta plasticidade comportamental da espécie

como potencial chave para sua resiliéncia em ambientes invadidos.

Palavras-chave: Comportamento anti-predatério; Ecologia comportamental; Ecologia do
medo; Espécies exadticas; Espécies introduzidas; Ingenuidade ecoldgica; Invasdes

biologicas; Neofobia; Predagédo; Reconhecimento de predadores;
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1 INTRODUGAO

O medo da predagao € um importante aspecto para as diversas formas de vida no
mundo natural, sendo mais pronunciado para uns do que para outros. Diversas espécies
estdo sujeitas a amplos regimes de predagado envolvendo uma grande variedade de
‘inimigos naturais”, enquanto outras estdo restritas a poucas ou exclusivas espécies
predadoras, fatores que moldam o medo e o0s consequentes comportamentos

anti-predatorios (Zanette et al., 2019).

A ecologia do medo, que estuda as alteragdes nas espécies causadas pelo medo
de ser predado, parece ter grande impacto nas populagdes e comunidades, e postula que
os custos comportamentais, fisioldgicos e neurobioldgicos de evitar predadores podem
diminuir a fecundidade e sobrevivéncia das diferentes espécies, e estes efeitos podem ser
ainda mais pronunciados quando os regimes de predacdo sao alterados (Zanette et al.,
2019).

As invasbes biolégicas podem causar grande mudanga nas relagbes ecoldgicas
locais, e tém sido destacadas como uma das principais causas da perda de
biodiversidade em todo o mundo (Clavero e Garcia-Berthou, 2005). A introducéo e
disseminacdo de espécies nao nativas afetam ecossistemas terrestres e aquaticos,
exercendo impactos na estruturacdo das comunidades naturais e no funcionamento dos
ecossistemas (Cucherousset e Olden, 2011). Predadores exéticos, em particular, tém sido
comumente associados a rapida extingao de diversas espécies nativas (Salo et al., 2007),

constituindo um dos alicerces da homogeneizacao de espécies.

Nos ambientes de agua doce, esse cenario tende a ser ainda mais drastico devido
a vulnerabilidade sistémica das presas nativas a predadores introduzidos. Esses
ecossistemas apresentam isolamento persistente de seus predadores em escalas
espaciais locais, regionais e continentais, onde as presas tendem a se adaptar a tipos
especificos de regimes de predagdo (Cox e Lima, 2006), sendo consideradas, inclusive,

evolutivamente ingénuas (Diamond e Case, 1986; Cox e Lima, 2006).

Quando uma nova espécie de predador € introduzida em um ambiente, as presas
nativas precisam reconhecé-la como uma possivel ameaca; caso contrario, ocorrera
aumento na predacao (Mathis e Smith, 1993). A teoria por tras desse reconhecimento

prediz que o individuo presa identifica o predador por meio da interpretacdo de pistas
7
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deixadas por ele, as quais sdo comparadas com modelos internos derivados de um
“algoritmo de correspondéncia” com limites de aceitacdo (Sherman, Reeve e Pfennig,
1997), que podem ou nao gerar uma resposta (Liebert e Stark, 2004). Esses modelos
internos sédo produzidos a partir da historia evolutiva e da ontogenia conjunta entre presa
e predador, fatores-chave para o reconhecimento de um novo “arquétipo”, definido como
um conjunto de espécies predadoras que compartiiham semelhancas morfoldgicas,
comportamentais e de uso de habitat na obtengao de presas (Sherman, Reeve e Pfennig,
1997).

Todos os predadores emitem uma variedade de pistas e, quando ha coevolugao
entre predador e presa, as presas podem utiliza-las para realizar um balango entre custo
e beneficio e decidir se devem ou n&o adotar comportamentos anti-predatérios (Lima e
Dill, 1990). A pressao seletiva sobre a presa € intensa, pois a ndo adaptagdo ao modo de
caca do predador significa, na maioria das vezes, a morte. As pistas identificadas pelas
presas para comparagao com seu “modelo interno de arquétipos” podem ser de natureza
sensorial (visual, olfativa, acustica e eletroquimica), comportamental (estilos de caga,
modos de ataque) ou relacionadas ao uso de habitat (tipos de habitat ocupados pelo

predador, niveis de luz associados a sua presencga) (Carthey e Banks, 2014).

Além disso, um componente importante e mais generalizado do comportamento
antipredatério é a neofobia, definida como a resposta aversiva inicial ou cautelosa diante
de novos estimulos (Greenberg, 2003). Em ambientes naturais, a neofobia funciona como
um mecanismo conservador de defesa, reduzindo o risco de predacao quando o individuo
€ exposto a sinais ou situagdes para as quais ndo possui experiéncia prévia (Greenberg,
1990).

O processo evolutivo resulta na adaptagao da presa para lidar com determinado
tipo de predador e detectar certos tipos de pistas, porém a ontogenia conjunta entre os
individuos envolvidos na relagdo parece exercer grande importancia para o
reconhecimento do predador pela presa (Banks e Dickman, 2007). Entretanto, se as
presas se adaptam a arquétipos de predadores especificos, podem acabar falhando em
reconhecer quando um novo predador € introduzido no ambiente, fendmeno atribuido a

ingenuidade ecoldgica das presas (Cox e Lima, 2006).

A ingenuidade ecoldgica pode ser definida como a incapacidade de se defender

adequadamente ou como uma falha no reconhecimento de um novo arquétipo de

8
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predador (Cox e Lima, 2006). Ela ocorre em diversas interagdes, como entre carnivoros
de topo introduzidos e mesopredadores nativos, entre plantas invasoras e seus inimigos
naturais e, mais comumente, entre predadores introduzidos e presas nativas (Carthey e
Banks, 2014). A ingenuidade pode ser classificada em trés niveis: 0 ndo reconhecimento
do predador por parte da presa, a adogao de uma postura anti predatéria imprépria ou a
adogdo de uma postura anti predatéria ineficaz (Banks e Dickman, 2007), sendo o

primeiro deles o mais impactante para as populacées de presas.

Diversos estudos avaliaram a ingenuidade ecologica das presas frente a
predadores introduzidos e demonstraram que, a depender das espécies e populagdes
analisadas, a ingenuidade pode ou nao perdurar por diversas geragdes (Carthey e Banks,
2012; 2015; Bytheway e Banks, 2018). Um trabalho realizado no rio Chagres, no Panama,
analisou a resposta de uma populacado de caracideos frente a presenca de uma espécie
invasora de tucunaré e constatou que, apds quarenta e cinco anos de coexisténcia entre
as espécies, as presas aprenderam a identificar as pistas do predador e a agir
corretamente contra ele (Sharpe et al., 2021). Em contrapartida, outro estudo realizado no
Parque Estadual de Vila Velha demonstrou que foram necessarias poucas geragdes para
que um caracideo isolado de seu predador se tornasse ingénuo frente a ele (Mayer,
2020).

Entre as espécies introduzidas no mundo, destacam-se os tucunarés (Kovalenko et
al., 2010), peixes nativos da Bacia Amazbnica e amplamente distribuidos na regido
Neotropical (Gasques, 2014). Os tucunarés fazem parte de um complexo de pelo menos
15 espécies do género Cichla (Kullander e Ferreira, 2007). Esses grandes predadores
apresentam cuidado parental e elevada plasticidade ambiental, podendo alterar sua dieta
de acordo com a disponibilidade de presas, o que os torna fortes candidatos a invasdes

com grande impacto sobre populagdes nativas (Kovalenko et al., 2010).

A introducdo do tucunaré € considerada problematica em diversos rios do Brasil
(Delariva e Agostinho, 1999; Ribeiro e Ferro, 2018; Cordova Junior, 2021;Resende, 2005;
Santos et al., 2001; Zaret e Paine, 1973), e a perda de espécies nativas esta fortemente
associada a essa tematica. Em 2009, Pelicice e Agostinho analisaram o que chamaram
de “destruicdo da ictiofauna” no reservatério de ITAIPU apds a introducdo de Cichla
kelberi, constatando que as composicboes das assembleias foram profundamente

alteradas, algumas com previsao de extingdo até 2011, enquanto a riqueza e a densidade
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diminuiram significativamente. Contudo, também verificaram que algumas espécies de
peixes-presa aumentaram sua abundancia, possivelmente em decorréncia do declinio de
outras espécies. No reservatério de Rosana, igualmente estudado pelos autores,
constatou-se que, em apenas dois anos apos a introdug¢do do tucunaré, a densidade
média de peixes nativos relacionados a macrofitas declinou cerca de 95%, enquanto a

rigueza diminuiu aproximadamente 80%, demonstrando o poder invasivo destas espécies.

Em estudo mais recente, Rauber (2022) analisou a alteragdo na estrutura da
assembleia de peixes e a reducdo de individuos de pequeno porte causadas pela invasao
de Cichla na planicie de inundagao do alto rio Parana, constatando que: (1) a diversidade
beta total diminuiu com o aumento da abundancia de Cichla; (2) a maior abundancia de
Cichla reduziu a frequéncia de espécimes com menos de 10 cm; e (3) a presenga do

tucunaré tem causado aninhamento das espécies.

Dados os possiveis efeitos negativos do tucunaré em ambientes fora de sua
distribuicdo natural e a relevancia da ingenuidade das presas na predicao dos impactos
de invasdes bioldgicas, se torna fundamental compreender como populagdes nativas
respondem a esse predador exoético. Sob a perspectiva da ecologia do medo, tais
interagcdes ndo se limitam aos efeitos letais da predagdo, mas envolvem respostas
comportamentais associadas ao reconhecimento do risco, as quais podem modular a
intensidade e a dire¢cdo dos impactos de espécies invasoras sobre populagdes nativas. No
Rio Parana, C. kelberi foi registrado pela primeira vez em meados de 1985, ainda em
baixa densidade (Agostinho et al., 1994). Acredita-se que sua introdugéo tenha ocorrido
por interesse na pesca esportiva (Agostinho et al., 1999). Desde entédo, a espécie se
estabeleceu de forma bem-sucedida, se expandindo rapidamente para rios e riachos

adjacentes (Oliveira et al., 2006).

O éxito de C. kelberi nessa regiao pode estar associado a um conjunto de
caracteristicas biolégicas e ecoldgicas: preferéncia por aguas calmas tipicas de
reservatorios, que favorecem seu modo de caca; dieta flexivel e comportamento piscivoro
generalista (Hahn et al.,, 1997); elevada eficiéncia como predador visual em ambientes
claros; abundéancia de presas em sistemas represados (Novaes et al., 2004); além de sua
dinamica populacional (Espinola et al., 2007). Outro fator potencialmente determinante é a
presenca de peixes nativos que nunca coexistiram com predadores do arquétipo do

tucunaré, podendo, portanto, falhar em o reconhecer como ameaca.
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Essa possibilidade ganha destaque porque o arquétipo do tucunaré difere
marcadamente dos predadores nativos do Rio Parana e do reservatério, incluindo
contrastes filogenéticos, diferengcas no uso do habitat, horario de atividade e formato
corporal. De acordo com Cox e Lima (2006), tais divergéncias podem ser suficientes para
impedir que presas identifiquem um novo predador. Entretanto, C. kelberi esta presente
na regido ha aproximadamente trinta e nove anos, e pressodes seletivas tendem a eliminar
individuos incapazes de responder adequadamente ao novo regime de predacgao (Carthey
e Banks, 2012). Assim, populagdes expostas ao tucunaré poderiam ter desenvolvido
algum grau de reconhecimento ao longo do tempo, enquanto populagbes isoladas

permaneceriam ingénuas.

Estudos anteriores demonstram que populagdes podem tanto manter quanto
perder a ingenuidade ao longo de geragdes, dependendo da intensidade da predagao,
das caracteristicas do predador e da histéria evolutiva das presas (Carthey e Banks,
2012; 2015; Bytheway e Banks, 2018). No Brasil, entretanto, estudos experimentais que
avaliem diretamente a ingenuidade ecoldgica de presas de agua doce ainda s&o escassos
(Kovalenko et al., 2010; Mayer, 2020), apesar da ampla quantidade de trabalhos que
documentam os impactos ecologicos da introdugao de espécies piscivoras exoticas. Essa
lacuna dificulta a compreensdo dos mecanismos comportamentais que influenciam a

persisténcia das comunidades invadidas.

Diante desse contexto, este estudo investigou a presengca de ingenuidade
ecologica no peixe nativo A. lacustris frente ao predador exético C. kelberi no Rio Parana,
comparando populagdes expostas e isoladas do predador. O objetivo geral foi determinar
se populagdes isoladas apresentam o primeiro e mais critico nivel de ingenuidade

ecoldgica : 0 ndo reconhecimento do predador exético.

Para isso, foram conduzidos experimentos comportamentais destinados a
responder trés perguntas centrais: (1) Populagcdes de A. lacustris reconhecem e
respondem adequadamente ao seu predador nativo? (2) A populacdo da area invadida
reconhece C. kelberi apés quase quatro décadas de coexisténcia? (3) A populagao de
area nao invadida falha em reconhecer o arquétipo do tucunaré? Com base na hipétese
da ingenuidade ecoldgica, € previsto que: ambas as populagdes responderdo ao predador
nativo; a populagédo invadida reconhecera e apresentara respostas anti-predatérias ao

tucunaré; e a populagdo néo invadida exibira auséncia de reconhecimento, indicando
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ingenuidade.

Assim, ao comparar duas populagdes contrastantes de A. lacustris, este estudo
fornece evidéncias experimentais sobre o papel da ingenuidade ecoldégica em ambientes
invadidos, contribuindo para a compreensao dos processos que afetam a persisténcia de

espécies nativas e auxiliando na predi¢cao dos impactos de futuras invasdes biologicas.
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2 METODOLOGIA

2.1 Caracterizagao do local do experimento

O estudo foi realizado no Centro de Ictiofauna Mauricio Spagnolo Adames,
laboratério de ictiologia e aquicultura da ITAIPU, localizado no estado do Paran4, na
cidade de Foz do Iguacgu, dentro das dependéncias da ITAIPU binacional. O
laboratério foi inaugurado em 2002 em atendimento ao disposto no Plano Basico
Ambiental da Licenga de Operagéo (LO 284/2002) do Canal da Piracema; conta com
infraestrutura de tanques, aquarios e estruturas de apoio, sediando pesquisas nas

areas de aquicultura e levantamentos ictiofaunisticos.

2.2 Caracterizacao dos pontos de coleta

As espécies foram coletadas no Reservatério de ITAIPU, no Rio Parana, no
Canal da Piracema e, no caso dos individuos de A. lacustris sem experiéncia, no

Corrego Pomba Cué.

Formado em 1982 pelo represamento do Rio Parana e localizado entre as
cidades de Foz do Iguagu e Guaira (PR), o reservatério da ITAIPU possui cerca de
1.350 km? de area, com largura média de 7 km e profundidade média de 21,5 m. As
coletas no lago foram realizadas em um ponto denominado Portinho do Refugio Bela
Vista, dentro da ITAIPU binacional, onde foram capturados apenas individuos de C.
kelberi.

No Rio Parana, as coletas ocorreram em um ponto préximo a foz do Rio Bela
Vista, cerca de 4 km a jusante da barragem de ITAIPU. Essa area representa a porta
de entrada para o Canal da Piracema a partir do rio Bela Vista, destino dos peixes
migradores rumo a montante. No Rio Parana foram capturados individuos de L.

friderici e A. lacustris (com experiéncia).

As coletas mais expressivas foram realizadas ao longo do Canal da Piracema,
um sistema artificial de transposicédo para peixes que conecta trechos do rio Parana
separados pela barragem de ITAIPU. O canal abriga populagdes estabelecidas de

espécies nativas e exéticas e funciona como corredor ecoldgico entre os ambientes
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a montante e jusante da barragem. Nesse sistema foram capturados individuos de

C. kelberi, A. lacustris (populagao com experiéncia), H. mbigua e L. friderici.

Os pontos de coleta foram representados em vermelho no mapa, enquanto o

Centro de Ictiofauna Mauricio Spagnolo Adames, onde ocorreram 0s experimentos,

foi representado em Verde (Figura 1).
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Figura 1: Mapa representando os pontos de coleta no Rio Parana (Foz do Rio Bela vista) e no Canal
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O Coérrego Pomba Cué, por sua vez, esta situado no bairro Porto Belo, em
Foz do Iguagu, a poucos metros da barreira de entrada da ITAIPU Binacional. A area
de coleta compreendeu um pequeno trecho deste rio, com cerca de 140 metros de
comprimento, sem estruturas de captagdo ao longo de seu trajeto. O trecho
apresenta nascente proxima a area urbana e percorre uma curta distancia antes de
desaguar no canal principal (Cérrego Pomba Cué), o qual se encontra, em sua maior
parte, canalizado até sua confluéncia com o Rio Bela Vista; cabe destacar que a
existéncia de desniveis acentuados e cachoeiras ao longo do corrego permite
considerar que a ictiofauna nos pontos de coleta constitui uma populagao isolada
daquela do rio Bela Vista. Nesse ambiente foram coletados os individuos
considerados sem experiéncia prévia, constituindo um ponto de coleta contrastante
em relacdo aos demais sistemas associados a ITAIPU, tanto em escala quanto em
caracteristicas ecolégicas e hidromorfologicas. Os pontos de coleta foram

representados em vermelho no mapa (Figura 2).
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L |— Corpos Hidricos Autor: Marcus Vinicius
Figura 2: Mapa representando os pontos de coleta no Cérrego Pomba Cué.
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2.3 Caracterizagao das espécies-modelo

Para testar a hipotese de ingenuidade ecoldgica, foram comparadas as
respostas da presa diante de um predador introduzido, de um predador nativo e de
dois controles, um nativo e outro exético, permitindo separar respostas

anti-predatérias de reacdes neofdbicas.

Cichla kelberi, introduzido no rio Parana ha cerca de 39 anos e amplamente
conhecido pela pesca esportiva, € um ciclideo piscivoro generalista e um eficiente
predador visual, podendo ultrapassar 59 cm de comprimento (Pavanelli et al., 2023).
Além de pertencer a ordem dos Cichliformes, filogeneticamente distinta da do
predador nativo empregado no estudo, apresenta caga por perseguigao ativa,
atividade predominantemente diurna e coloragao e morfologia corporal marcantes.
Esse conjunto de caracteristicas evidencia um arquétipo predatorio nitidamente
diferente do observado em predadores nativos, favorecendo a distingdo entre os

tratamentos pelas presas.

Como predador nativo, utilizou-se Hoplias mbigua, a traira, um Characiforme
piscivoro de amplo espectro alimentar que pode atingir cerca de 54 cm. Embora
consumam diferentes espécies, frequentemente predam caracideos (Kramer &
Bryant, 1995). Possui habitos noturnos, comportamento de emboscada e preferéncia
por ambientes rasos, |énticos e com vegetagao, que favorecem sua estratégia de
ataque (Piana et al.,, 2006). Sua ampla ocorréncia no reservatorio e em cursos

d’agua da regido reforga sua fungdo como predador natural de Astyanax.

Para determinar se eventuais respostas observadas sdo de fato
anti-predatorias, utilizou-se um peixe nativo nao predador como controle: Leporinus
friderici, o piau-trés-pintas. O piau é um Characiforme da familia Anostomidae,
onivoro, migrador de longas distancias (Albrecht et al., 2003) e que apresenta
tamanho comparavel ao dos predadores experimentais, além de ampla abundéancia

na regiao, o que facilitou sua captura.

Para realizar o controle da neofobia, que é amplamente confundida com
comportamentos anti-predatorios, foi utilizado um peixe nado predador exdtico:

Oreochromis niloticus. A popularmente conhecida tilapia € um ciclideo nativo das
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aguas do delta do Rio Nilo, que foi introduzida em diversos paises das regides
tropicais e subtropicais do planeta (Canonico et al., 2005). Mesmo ja registrada no
Rio Parana, monitoramentos pesqueiros e de ovos e larvas indicam que a espécie
ocorre em baixa frequéncia e ainda n&o teve sucesso na colonizagdo do ambiente
(Dados nao publicados da ITAIPU). Os individuos utilizados foram doados pelo setor

de aquicultura da ITAIPU binacional.

A espécie modelo utilizada para acessar as respostas anti-predatérias foi A.
lacustris, um caracideo onivoro nativo da bacia do rio Parana, conhecido como
lambari-do-rabo-amarelo. Peixes do género Astyanax habitam ambientes Iénticos e
I6ticos, ocupam diferentes camadas troficas e apresentam elevada plasticidade
alimentar, adaptando-se rapidamente a condigdes desfavoraveis (Gomiero e Braga,
2003). Com ciclo de vida curto, rapido crescimento e alto potencial reprodutivo,
espécies desse género tendem a ser favorecidas em ambientes represados,
podendo inclusive sustentar populagdes de predadores piscivoros (Agostinho et al.,
1999). A. lacustris alcanga até 16 cm de comprimento e apresenta ampla distribuicao
na América Latina, desde a bacia do Prata até o sudeste dos EUA (Castro e Arcifa,
1987). Foi escolhida como presa modelo devido a sua ampla ocorréncia em areas
com e sem tucunaré, abundancia na bacia do rio Parana, facilidade de captura e
excelente adaptagcdo ao cativeiro e a alimentacdo em laboratoério, caracteristicas

fundamentais para modelos em estudos comportamentais.
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2.4 Coletas e cuidado com os peixes

Para a realizacdo dos experimentos, ocorridos entre agosto e outubro de
2025, foram coletadas duas amostras populacionais de A. lacustris: uma
denominada CE (com experiéncia, composta por peixes provenientes de areas
invadidas pelo Tucunaré) e outra denominada SE (sem experiéncia, composta por

peixes que nao convivem com o Tucunare).

Os individuos do grupo CE foram coletados no Rio Parana, no Canal da
Piracema e no reservatorio de ltaipu, utilizando o cani¢o. Ja os individuos do grupo
SE foram coletados no cérrego Pomba Cué por meio do mesmo método. Os peixes
CE empregados no experimento apresentaram comprimento médio de 10,4cm,
enquanto os do grupo SE apresentaram média de 9,1cm. Todos os animais foram
mantidos em tanques de 500 litros, separados por populagdo, com renovagao
constante de agua, temperatura controlada entre 25-27 °C, pH entre 6,5 e 7,
oxigénio dissolvido entre 8 e 9 ppm e alimentagao duas vezes ao dia com ragao para

peixes onivoros.

Figura 4. Astyanax lacustris da area invadida (Canal da piracema) a esquerda e nédo invadida (Pomba

Cué) a direita.
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Os predadores foram coletados no Canal da Piracema e no reservatorio,
utilizando carretilha e iscas artificiais. Foram selecionados individuos de C. kelberi e
H. mbigua com tamanhos similares (34—38 cm) visando reduzir possiveis respostas
comportamentais associadas apenas ao tamanho do animal, e ndo ao risco real de
predacdo. Os predadores foram mantidos separados por espécie, quatro individuos
por tanque, em tanques de 500 litros com renovagdo constante de agua,
temperatura entre 25-27 °C, pH entre 6,5 e 7 e oxigénio dissolvido entre 7 e 8 ppm.
H. mbigua foi alimentada uma vez ao dia com pedacos de peixe, enquanto C. kelberi

recebeu alimentacido duas vezes ao dia composta por camardes e peixes vivos.

L. friderici utilizados como controle foram coletados no Canal da Piracema e
no Rio Parana utilizando canigo. Todos os individuos apresentaram tamanhos
semelhantes aos dos predadores (35-38 cm). Quatro individuos foram mantidos em
um tanque de 500 litros, com renovagao constante de agua, temperatura entre
25-27 °C, pH entre 6,5 e 7 e oxigénio dissolvido entre 7 e 8 ppm. L. friderici foi

alimentado duas vezes ao dia com milho, pedagos de peixe e camaréo.

O nao predador exdético foi doado pelo setor de aquicultura da ITAIPU, nao
necessitando de coleta. Os individuos apresentaram tamanhos proporcionais aos
predadores e controle nativo (35-37cm). Trés individuos foram mantidos em tanque
de 500 litros, com renovagao constante de agua, temperatura entre 25-27 °C, pH
entre 6,5 e 7 e oxigénio dissolvido entre 7 e 8 ppm. O. niloticus foi alimentado duas

vezes ao dia com racdo comercial para onivoros.

Os parametros foram medidos duas vezes ao dia, todos os dias. As
diferencas no tipo e na frequéncia da alimentagcdo ocorreram em funcdo do
comportamento observado em cativeiro, uma vez que os individuos se alimentavam
melhor de certo tipo de alimento em determinado intervalo de tempo. Todos os
peixes coletados foram submetidos a um periodo minimo de 10 dias de aclimatacao,

a fim de reduzir potenciais efeitos negativos da coleta e do transporte.
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Ver sédo Final

Figura 5: Caixa de convivio / manutencéo. Cada espécie e populagéo (no caso de A. lacustris) foi

mantida em caixas separadas
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2.5 Protocolo do experimento

Para acessar o efeito do predador sobre a presa foram utilizadas variaveis do
etograma previamente formado a partir de observagées em laboratério e que ja
foram reportadas em trabalhos relevantes com pequenos peixes (Sharpe et al.,
2021; Kovalenko et al., 2010), sendo elas: (1) Evitar, definido como o numero de
vezes que individuos de A. lacustris nadam para longe do predador/controle quando
este se move; (2) Aproximar, definido como o numero de vezes que A. lacustris
chega perto de um predador; (3) Uso de macrdfitas, determinado como o tempo (em
segundos) em que A. lacustris passa no habitat formada por Hydrilla sp.; (4)
Segregacao de habitat, determinada como o tempo (em segundos) que A. lacustris
permanece em um habitat diferente do predador; (5) Atividade de nado, definida
como o numero de linhas ultrapassadas por um individuo de A. lacustris em

determinado intervalo de tempo.

Evitar e aproximar sdo comportamentos de dificil visualizagdo em video, entao
os valores foram obtidos diretamente durante as gravagdes a partir do método de
amostragem de todas as ocorréncias, gerando dados de frequéncia para todos os
individuos. Para isso, observadores independentes anotaram as ocorréncias de
‘evitar” e outro de “aproximar” durante todo o experimento, evitando assim a

variabilidade do interobservador.

Uso de macroéfitas e segregagcdo de habitat foram registrados a partir da
analise das gravagdes no Software VLC utilizando o método scan sampling com
intervalo de 1 minuto, obtendo dados de duracdo de um individuo aleatorizado a

cada minuto.

A atividade de nado foi registrada a partir da analise das gravagdes no
Software VLC utilizando o método de animal focal no qual, a cada 30 segundos, um
individuo era sorteado para ter sua atividade medida. Para isso, uma grade de
tamanho padronizado foi sobreposta aos videos utilizando o software Clip Cut,
permitindo a observagdo da quantidade de linhas atravessadas (método adaptado
de Kovalenko et al., 2010).
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Figura 6: Video analisado no Software VLC.

Figura 7: Video com grade para analise da “atividade de nado” no Software VLC.
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O experimento foi realizado a partir de um protocolo 2 x 4, onde cada
populacdo de A. lacustris, da area invadida e nao invadida, foi submetida a quatro
tratamentos: C. kelberi, H. mbigua, L. friderici e O. niloticus. Os tratamentos foram
realizados em ordem aleatdria, com no maximo trés amostragens diarias, limitados
pelo tempo de execucgdo. Foram realizadas cinco replicagdes de cada tratamento
com cada populacéo, totalizando 40 triagens, sendo 10 com o n&do predador nativo
nativo, 10 com o nao predador exotico, 10 com o predador nativo e 10 com o

predador exotico. Todo o comportamento foi gravado com uma camera digital.

Cada amostragem contou com 20 individuos de A. lacustris (CE ou SE,
selecionados aleatoriamente), a fim de tentar diminuir o estresse e manter a situagao
de pequenos cardumes que acontece naturalmente (Casatti et al., 2003). Os
parametros foram medidos e os animais foram movidos do aquario de convivio para
0 aquario de observacdo, onde permaneceram em aclimatizagdo por pelo menos 2
horas antes do inicio de cada experimentagdo, tempo considerado suficiente
(determinado por observagdes anteriores) para que os individuos apresentem
comportamento normal (i.e., nadem livremente pela area do aquario). Apos a
aclimatagcdo, alguma das espécies sorteadas para o tratamento (C. kelberi, H.
mbigua, L. friderici ou O. niloticus) € inserida no aquario. As filmagens foram feitas
pelo menos 10 minutos apds a introdugao do tratamento e tiveram 10 minutos de

duragao.

Na amostragem entre predadores o aquario de observacéao teve toda a agua e
macrofitas trocadas, além de todos os equipamentos terem sido higienizados. Este
passo foi importante para que as pistas quimicas deixadas por um predador em uma
determinada amostragem nao influenciassem o comportamento das presas na

amostragem seguinte (Agostinho et al., 2010).

Para evitar a perda de individuos, os predadores foram alimentados até a
saciedade antes dos testes. Além disso, peixes da superordem Ostariophysi, como
membros do género Astyanax, reconhecem pistas quimicas co-especificas liberadas
por individuos da prépria espécie quando sdo devorados/atacados (Fricke, 1987),

podendo desencadear comportamentos néo referentes ao predador em si.
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O aquairio utilizado para a observacao contém 500 litros e € confeccionado em
vidro transparente, tendo aproximadamente 50 cm de agua (profundidade) e 2
metros de comprimento. O aquario foi condicionado com dois tipos de ambientes:
agua aberta no meio e vegetagao formada por Hydrilla sp., macrofita extremamente
abundante no lago (Floréncio e Moreira, 2021), nas extremidades. A qualidade da

agua foi mantida sempre nos mesmos parametros das caixas de convivio, sendo

medida através de uma sonda antes de cada tratamento.

Figura 8: Aquario de observagao e gravagédo onde todo experimento foi filmado; as laterais do

aquario foram revestidas para evitar estimulos externos.
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2.6 Analise estatistica

As variaveis comportamentais obtidas apresentaram diferentes unidades de
medida (tempo e contagem de eventos) e forte correlagao entre si. Esse conjunto de
caracteristicas justifica o uso de analises multivariadas, que permitem identificar
diferencas entre tratamentos considerando multiplas variaveis que se correlacionam
(Rubia et al., 2020).

Foi realizada entdo uma Analise de Variancia Multivariada Permutacional
(PERMANOVA) fatorial, onde os principais fatores foram as Populagdes, os
Tratamentos e a interacdo Populagdo x Tratamento. A PERMANOVA é
particularmente adequada para dados multivariados que nado atendem ao
pressuposto de normalidade, pois testa diferengas entre grupos comparando a
variagéo intra e inter grupos por meio de uma matriz de dissimilaridade (Anderson,
2017). Essa abordagem é indicada para experimentos com designs complexos,

multiplos fatores e dados de alta dimensionalidade (Anderson, 1998).

A PERMANOVA foi conduzida sobre os dados padronizados das variaveis

comportamentais, utilizando matriz de distancias euclidianas.

As variaveis comportamentais foram padronizadas utilizando Z-score (média =
0; desvio padrdo = 1), assegurando que varidveis com escalas distintas

contribuissem igualmente para a distancia entre individuos.

A homogeneidade das dispersdes multivariadas foi verificada para cada um
dos fatores principais (populagcéo e tratamento) por meio da analise PERMDISP,
garantindo que diferengas detectadas pela PERMANOVA fossem atribuidas aos

efeitos dos fatores e ndo a heterogeneidade de varidncias (Anderson, 2005).

Para visualizar os padrées multivariados utilizou-se o Escalonamento
Multidimensional Nao-Métrico (NMDS), um método ndo paramétrico de ordenagao
que reduz a dimensionalidade dos dados preservando a ordem das distancias entre

as amostras. O ajuste foi avaliado pelo valor de stress.

As variaveis que apresentaram maior correlagdo com os eixos do NMDS
foram projetadas no ordenamento por meio da fungdo envfit. As setas indicam a
direcdo do gradiente onde cada variavel aumenta mais intensamente, além da forga
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e significancia de sua correlagédo com a configuragdo do NMDS.

A variavel “evitar” foi removida das anadlises por demonstrar uma grande
correlagdo com a movimentagdo dos individuos e ndo com as espécies em si.
Percebemos que o comportamento era exibido apenas em resposta a
movimentacdes muito préximas, ocorrendo quase que exclusivamente para os néo

predadores, nao representando comportamentos anti-predatérios.

Todas as analises foram conduzidas no R 4.5.2 utilizando os pacotes vegan,
tidyverse, ggplot2, ggforce e grid.
O script utilizado na analise dos dados e na montagem do NMDS foram

disponibilizados no anexo deste documento.

2.7 Permissoes de execugao

As permissodes para experimentacdo animal foram aprovadas pela CEUA da

ITAIPU Binacional, registrada no protocolo 06/2025 com vigéncia até 31/12/2025.
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3 RESULTADOS

Dos comportamentos medidos, os valores que mais variaram entre os
tratamentos foram os de “aproximar”. O nao predador nativo obteve a maior
concentragdo de aproximagdes nas duas populagdes, enquanto o nao predador
exotico apresentou proporgdes extremamente baixas (=4% para SE e =3% para CE).
A populacdo com experiéncia ndo se aproximou do seu predador nativo e se
aproximou em baixa proporcao (=2%) de Cichla. A populagdo sem experiéncia, por
outro lado, teve proporgdes de aproximagao mais relevantes para Hoplias (=13%) e
Cichla (=23%), valores substancialmente superiores as registradas para o nao
predador exético. O comportamento de menor variagao foi “segregagédo de habitat”,
variando em cerca de 7% na populacdo sem experiéncia e 4% na experiente
(Tabelas 1 e 2).

Leporinus Hoplias Cichla Oreochromis
Aproximar 60,68% 12,98% 22,55% 3,87%
Uso de Macrdfita 26,26% 22,30% 29,94% 21,49%
Atividade de nado 20,84% 21,47% 32,84% 24,85%
Segregacéo de habitat 20,85% 27,36% 25,21% 26,57%

Tabela 1: Proporgéo (%) das variaveis comportamentais registradas em cada tratamento da
populacao sem experiéncia (SE). Os valores representam a contribuigao relativa de cada

comportamento dentro do total observado para cada variavel.

Leporinus Hoplias Cichla Oreochromis
Aproximar 96,53% 0,00% 1,39% 2,08%
Uso de Macrofita 25,42% 23,55% 29,23% 21,80%
Atividade de nado 26,69% 19,85% 28,16% 25,29%
Segregacao de habitat 22,85% 26,34% 26,11% 24,73%

Tabela 2: Proporgao (%) das variaveis comportamentais registradas em cada tratamento da
populacao com experiéncia (CE). Os valores representam a contribui¢ao relativa de cada

comportamento dentro do total observado para cada variavel.
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A analise de homogeneidade de dispersao indicou que ndo houve diferenca
significativa na dispersao entre as populagdes CE e SE (F = 0.1894, p = 0.6658),

demonstrando que o pressuposto de homogeneidade foi atendido para esse fator.

Para os tratamentos (Cichla, Hoplias, Leporinus e Oreochromis), observou-se
diferenca significativa na dispersao entre grupos (F = 3.3336, p = 0,03005),
sugerindo maior variabilidade interna em pelo menos um dos tratamentos. Assim,
parte do efeito detectado pela PERMANOVA pode estar associada a diferenca de

disperséao, e ndo exclusivamente as diferencas entre as médias multivariadas.

O modelo fatorial incluiu os fatores Populacdo, Tratamento e a interacdo
Populagédo x Tratamento. O fator Populagdo explicou 18,97% do modelo e foi
significativo (F = 11,96, p = 0.001, R? = 0.189), indicando que individuos com e sem
experiéncia apresentam composicdées comportamentais distintas. O efeito de
Tratamento também foi significativo (F = 5,38 , p = 0.001, R? = 0,26) e explicou
26,21% do modelo, evidenciando que os diferentes estimulos influenciam de forma
consistente os comportamentos avaliados. Por outro lado, a interagdo Populagao x
Tratamento nao foi significativa (F = 0,59, p = 0,840, R? = 0,028), indicando que o

efeito geral dos tratamentos é semelhante entre as populagdes.

O NMDS construido a partir de todo conjunto de dados demonstrou
agrupamentos locais dos pontos e uma separagao praticamente geral dos grupos
SE (acima) e CE (abaixo), com excecao apenas do tratamento com o predador
exotico em SE. As distancias dos pontos ao longo dos eixos nos mostram as
relacbes de uma matriz de dissimilaridade entre os tratamentos, ou seja, quanto
mais sao proximos os pontos mais similares sao seus resultados (Borcard et al.,
2018), o que implica que pontos mais aglutinados representam maior padrao
comportamental nos tratamentos. Os eixos referentes aos comportamentos foram
apontados para os tratamentos que mais se correlacionam a eles, principalmente:
Segregacdo de habitat no tratamento predador nativo CE; uso de macrodfitas e
atividade de nado no tratamento ndo predador exético CE e o predador exético de

ambas populagdes; Aproximar no tratamento nao predador nativo CE (Figura 9).
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NMDS - Populagoes COM + SEM Experiéncia
Stress = 0.125
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Figura 9: NMDS construido a partir de todo o conjunto de dados, incorporando simultaneamente os
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fatores Populagao, Tratamento e sua interagdo. Esse ordenamento sintetiza a configuragao

multivariada completa observada nos dados.
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4 DISCUSSAO

A teoria da ingenuidade ecoldgica prevé que presas nativas sem historico
evolutivo ou ontogenético com predadores exoticos apresentem falhas no
reconhecimento e na resposta antipredatéria, tendendo a maior vulnerabilidade a
predacao (Cox e Lima, 2006; Banks e Dickman, 2007). Assim, era esperado que a
populacao de A. lacustris isolada do predador exético nao o diferenciasse, enquanto
a populacdo exposta, apds cerca de quatro décadas de coexisténcia, exibisse
respostas anti-predatérias consistentes. Como esperado, ambas as populacdes
responderam adequadamente aos predadores nativos, refletindo a importancia da
histéria evolutiva compartilhada. Contudo, os individuos das duas populacdes
também responderam ao predador exético de forma especifica, ainda que com
diferencas na intensidades, indicando que a ingenuidade ecolégica ndo se

manifestou em seu nivel mais preocupante.

Na populacdo experiente, predador exoético e nativo ocuparam regides
distintas no espago multivariado, indicando que predadores diferentes
desencadeiam repertorios especificos modulados pelo risco percebido (Lima e Dill,
1990). Contudo, a populagdo nao experiente também discrimina claramente entre
predador nativo e exdtico. Na populagdo SE, o poligono referente ao predador
exoético se afastou do nativo e se sobrepds aos tratamentos da populagéo CE,
correlacionando-se fortemente as variaveis “uso de macrofitas” e “atividade de
nado”, ambas associadas a detecgéo de risco (Lima et al., 1990; Sih e Kats, 1991).
Esse padrao sugere que a populagdo nao invadida é capaz de reconhecer e
diferenciar o predador exético mesmo sem experiéncia prévia, visto que adota

comportamentos comparaveis aos adotados pela populagao experiente.

A andlise multivariada reforgou essa tendéncia geral. Apesar das populagdes
com e sem experiéncia apresentarem perfis comportamentais distintos, ambas
discriminam claramente os predadores. A auséncia de interagdo entre populagao e
tratamento na PERMANOVA indica que os efeitos dos estimulos foram consistentes
entre populagdes, ou seja, a experiéncia modulou a intensidade das respostas, mas
ndao o seu sentido. O NMDS sintetiza esses padrdées, mostrando agrupamentos
definidos para cada tratamento e uma separagao geral entre as populagdes no

espaco multivariado.
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Ao analisar o nado predador nativo, observou-se forte correlacdo com o
comportamento “aproximar”, o que era esperado para um estimulo nao predatoério, ja
que a auséncia de risco favorece comportamentos exploratoérios (Lima e Dill, 1990).
A distancia entre o ndo predador nativo e os predadores no ordenamento confirma

que os comportamentos registrados foram efetivamente anti-predatérios.

Por outro lado, a separagao clara entre os dois ndo predadores (nativo e
exotico) revelou um padrdao inesperado. Embora ambos sejam espécies nao
predadoras, a espécie exodtica ndo provocou respostas semelhantes a espécie
nativa. Pelo contrario, apresentou correlacéo forte com “segregacéo de habitat”, “uso
de macrdfitas” e “atividade de nado”, e extremamente fraca com “aproximar’,
conduta incompativel com auséncia de risco. Aléem disso, na populagdo sem
experiéncia, o nao predador exotico sobrepbs-se ao predador nativo, indicando
adocdo de comportamentos anti-predatérios em ambos os tratamentos. Esses
padrées sao compativeis com neofobia, uma resposta conservadora e plastica que
emerge em contextos de risco incerto (Greenberg, 1990; Dall et al., 2005). A
presenca desse mecanismo pode explicar por que o n&o predador exotico induziu

respostas de perigo em ambas populagdes.

Ao perceber padrées neofébicos, era esperado que os tratamentos com o
predador exoético fossem guiados por esse mecanismo, ou seja, que O0s
comportamentos demonstrados nestas situagbes fossem generalizados de fuga e
aversao conforme sugerido por Greenberg 2003, ou comparados aos vistos com o
nao predador exadtico, especialmente para a populacdo ndo experiente. Porém, para

ambas as populagdes, iSso ndo se comprovou.

Por ser um mecanismo fenotipicamente plastico e adaptavel, diferentes
pressbes ambientais devem gerar variagdes nas tendéncias neofdbicas, com o
aumento do risco aumentando a forga e especificidade das respostas (Brown et al.,
2013). Juntamente a isso, a magnitude de comportamentos anti-predatoérios resulta
da convivéncia com uma ampla variedade de predadores no ambiente natural,
condigdo que aumenta a variancia comportamental sob risco de predacéo (Mitchell
et al., 2024). Estas caracteristicas sdo contrastantes dentro das populagdes
estudadas, visto que os individuos sem experiéncia, ao contrario dos experientes,

ocupam riachos urbanos homogéneos e com baixa diversidade de predadores,
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ambientes estes que tendem a simplificar a estrutura ecoldgica e reduzir a pressao
seletiva para respostas anti-predatérias precisas (Petsch, 2016; Marques e Cunico,
2021). Assim, a maior intensidade de respostas observada na populagdo com
experiéncia pode resultar da expressdo adaptada de neofobia e do aprendizado
acumulado pela convivéncia com o predador exoético e outras espécies predadores
(Blake e Garbor, 2016; Brown et al., 2013).

Embora a neofobia ajude a explicar por que o nao predador exdético induziu
respostas anti-predatérias, esse mecanismo nao explica sozinho a discriminagao
fina entre predador nativo e exdético observada na populagdo sem experiéncia.
Entdo, além da neofobia, outros mecanismos possivelmente atuam no
reconhecimento basal ou sensibilidade a pistas comportamentais e ecologicas
compartilhadas entre predadores (Cox et al., 2010). A neofobia pode desencadear
cautela inicial, mas a diferenciacdo entre predador exético e nativo provavelmente
emerge a partir da detecgdo de outras pistas relevantes, como quimicas, de

arquétipo ou comportamentais.

A detecgao de pistas quimicas especificas de Cichla por parte da populagao
sem experiéncia € improvavel pela falta de convivéncia entre os individuos (Cox e
Lima, 2006), e pistas quimicas gerais nao justificariam a separagao entre os
predadores no espago multivariado, visto que, se gerais, essas pistas
desencadeariam comportamentos de alerta generalizados (Wisenden, 2014; Lima e
Dill, 1990). Além disso, Cichla e Hoplias sao predadores filogeneticamente distantes,
nao compartilhando adaptacdes fisicas similares entre si, tornando improvavel o
reconhecimento por caracteristicas de formato corporal e coloragao (Ferrari et al.,
2007).

Entdo, a adocdo dos mesmos comportamentos por parte das duas
populacdes frente ao predador exético pode ter se dado devido ao repertorio
comportamental e de uso de habitat do préprio predador. O chamado “modo de
caga”, definido como a estratégia geral de forrageamento do predador, parece ser
um importante tragco comportamental para o reconhecimento de risco para peixes
presa (Carthey e Banks, 2006), visto que possibilita a adogao de diferentes usos do
ambiente e frequéncias de atividade a depender da metodologia empregada por

determinado predador. Espécies do género Cichla sao reconhecidas pelo método de
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caca visual e voraz (Novaes et al., 2004; Hahn et al., 1997), e 0 uso de refugios e
aumento da atividade de nado por parte das presas poderiam ser reflexos destes
comportamentos apresentados pelo predador. Isso significa que, possivelmente,
ajustes finos nos comportamentos do predador exético (como mudanga de postura,
velocidade e diregdo de nado) podem ter desencadeado respostas inerentes ao
reconhecimento do “modo de caga” adotado pelo mesmo, encaixando-se em algum
modelo interno de arquétipo ja fixado em Astyanax de ambas as populagdes,
levando ao maior “‘uso de macrofitas” e aumento da “atividade de nado” como
resposta. Talvez, o arquétipo em questdo seja compartiihado entre espécies

predadoras locais, mesmo que filogeneticamente distantes.

Outros fatores, como a plasticidade comportamental de A. lacustris (Blin et al.,
2018; Espinasa et al., 2020; Manna et al., 2012; Dias et al., 2005) e uma possivel
proximidade genética entre as populagdes, também podem ter contribuido para os
resultados observados. Espécies generalistas e altamente plasticas, como A.
lacustris, mantém repertérios amplos e flexiveis, capazes de acomodar rapidamente
novos estimulos (Abelha et al., 2001), favorecendo respostas adaptativas mesmo
sem experiéncia prévia (Bhat et al., 2015). Essa flexibilidade & amplamente
documentada no género Astyanax (Goulart e Young, 2013; Abelha et al., 2001;
Lucena e Soares, 2016). Por fim, embora o local de origem da populacdo sem
experiéncia seja isolado por fortes barreiras fisicas, ndo & possivel assegurar
isolamento genético completo, pois a dispersdo indireta por aves aquaticas pode
conectar populagdes de peixes mesmo entre corpos d’agua isolados (Lovas-Kiss et
al., 2020; Green et al., 2023).

Em conjunto, os resultados indicam que a resposta de A. lacustris ao
predador exético ndo se apoia em um unico mecanismo. A neofobia contribui para a
cautela inicial, mas ndo explica sozinha a diferenciacdo entre predador nativo e
exoético apresentada pela populagdo sem experiéncia. O reconhecimento basal de
pistas comportamentais, de uso de habitat e ecoldgicas compartilhadas entre
predadores podem estar por tras da diferenciacdo especifica entre tratamentos.
Adicionalmente, a plasticidade de A. lacustris e a possibilidade de conectividade
genética entre populagdes, oferece um cenario integrado capaz de justificar a
consisténcia das respostas observadas. Esses fatores sugerem que A. lacustris

mantém condigdes para responder a novos regimes de predagdo mesmo quando
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nao ha convivéncia preévia, reduzindo a probabilidade de expressao de ingenuidade

ecoldgica em seu primeiro nivel.

Ainda assim, é importante destacar que a ingenuidade ecologica pode se
manifestar em trés niveis, sendo o nédo reconhecimento do predador (nivel 1), a
resposta ndo apropriada (nivel 2) e a resposta nao eficiente (nivel 3). Embora os
resultados nao corroborem a ocorréncia da ingenuidade em seu primeiro nivel, os
dados indicam que a populagdo SE pode se enquadrar em niveis subsequentes. A
maior frequéncia de aproximacdes aos predadores € a menor intensidade das
respostas anti-predatorias sugerem possiveis tragos de ingenuidade, o que
demanda estudos adicionais para avaliar a adequacdo e a eficiéncia dessas

respostas sob contextos de predacao real.

5 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que Astyanax lacustris reconhece e responde de
forma especifica tanto ao predador nativo quanto ao predador exdtico,
independentemente do histérico de exposi¢gao. Embora a intensidade das respostas
tenha diferido entre as populagcbes, o sentido geral dos comportamentos foi
semelhante, indicando que a auséncia de convivéncia direta com o predador exético
C. kelberi ndo levou a expressdo do nivel mais critico de ingenuidade ecoldgica,
associado ao nao reconhecimento do predador. Ainda assim, diferengas na
frequéncia de aproximagbes e na intensidade das respostas sugerem que a
populacdo sem experiéncia pode apresentar tragos compativeis com niveis
subsequentes de ingenuidade, relacionados a adequacdo ou eficiéncia das
respostas anti-predatérias. A capacidade de discriminar entre estimulos predatorios
e nao predatérios observada em ambas as populagdes indica que mecanismos
complementares ao aprendizado ontogenético, incluindo neofobia, reconhecimento
de arquétipos, plasticidade comportamental e possiveis conexdes genéticas, podem
sustentar respostas frente a predadores desconhecidos. Esses resultados reforgam
que A. lacustris apresenta um repertorio comportamental flexivel, capaz de
interpretar riscos mesmo em contextos de introducdo recente de predadores,
contribuindo para sua persisténcia em ambientes alterados. Ao demonstrar que a

populacgao isolada nao exibe ingenuidade completa, o estudo amplia a compreensao
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sobre como presas nativas enfrentam a pressédo imposta por invasdes bioldgicas e
destaca a importancia de integrar aspectos comportamentais, ecologicos e

populacionais na avaliagao dos impactos de predadores introduzidos.
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Anexo |

# Populagdes: COM experiéncia e SEM experiéncia
# Tratamentos: Cichla, Hoplias, Oreochromis e Leporinus
# Pacotes utilizados: dplyr, vegan, ggplot2, ggforce

# 0. Instalagcdo e carregamento dos pacotes necessarios
#
install.packages(c("dplyr", "vegan", "
dependencies = TRUE)

library(dplyr)
library(vegan)
library(ggplot2)

(

(

ggplot2", "ggforce"),

library(ggforce)
library(grid)

# 1. Importacado dos dados
#
# O arquivo deve estar no formato .csv e conter:

# - Fatores: Populacao e Tratamento

# - Variaveis comportamentais numéricas

file_path <- file.choose()

dados <- read.csv(file_path, stringsAsFactors = TRUE)

# 2. Filtragem dos tratamentos de interesse

#

tratamentos_desejados <- c("Cichla", "Hoplias",
"Oreochromis", "Leporinus")

dados _filtrado <- dados %>%
filter(Tratamento %in% tratamentos_desejados) %>%
droplevels()

# 3. Selecao das variaveis numéricas
#
# Apenas variaveis comportamentais entram nas analises
vars_num <- sapply(dados_filtrado, is.numeric)

mat_vars <- dados_filtrado[, vars_num]

# Remocao de linhas com valores ausentes
complete_rows <- complete.cases(mat_vars)
dados_filtrado <- dados_filtrado[complete_rows, ]
mat_vars <- mat_vars[complete_rows, ]
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# 4. Padronizagao das variaveis e calculo da distancia
#
# Padronizagao (z-score) para equalizar escalas

mat_z <- decostand(mat_vars, method = "standardize")

# Matriz de distancia euclidiana
dist_euc <- vegdist(mat_z, method = "euclidean")

# 5. Teste de homogeneidade de dispersao
#
# Avaliacao das premissas da PERMANOVA

disp_pop <- betadisper(dist_euc, dados_filtrado$Populacao)
disp_trat <- betadisper(dist_euc, dados_filtrado$Tratamento)

cat("\nTeste de dispersdo — Populag&o:\n")
print(anova(disp_pop))

cat("\nTeste de dispersao — Tratamento:\n")
print(anova(disp_trat))

# 6. PERMANOVA fatorial
#
# Testa os efeitos de Populacdo, Tratamento e da interagao
set.seed(42)

permanova_fat <- adonis2(
dist_euc ~ Populacao * Tratamento,
data = dados _filtrado,
permutations = 999,
by = "terms"

)

Cat(u\n===== PERMANOVA FATORIAL =====\nu)
print(permanova_fat)

# 7. Analise de ordenagcao NMDS
#
set.seed(42)

nmds <- metaMDS(
mat_z,
distance = "euclidean",
k=2,
trymax = 100
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)

# Extracao dos scores dos pontos
scores_df <- as.data.frame(scores(nmds, display = "sites"))
colnames(scores_df)[1:2] <- c("NMDS1", "NMDS2")

scores_df$Tratamento <- dados_filtrado$ Tratamento
scores_df$Populacao <- dados_filtrado$Populacao

# 8. Ajuste das variaveis ambientais (ENVFIT)
#
vec <- envfit(hmds, mat_z, permutations = 999)

vec_scores <- as.data.frame(scores(vec, display = "vectors"))
vec_scores$var <- rownames(vec_scores)

# 9. Construgao dos poligonos (convex hulls)
#
# Poligonos por combinagao Tratamento x Populagao
hull_df <- scores_df %>%

group_by(Tratamento, Populacao) %>%

filter(n() >= 3) %>%

slice(chull(NMDS1, NMDS2)) %>%

ungroup()

hull_df$Group <- paste(hull_df$Tratamento,
hull_df$Populacao, sep =" ")

scores_df$Group <- paste(scores_df$Tratamento,
scores_df$Populacao, sep ="_")

# 10. Visualizacdo grafica do NMDS
#
color_map <- ¢(
"Cichla"  ="#1f77b4",
"Hoplias" = "#ff7f0e",
"Oreochromis" = "#9467bd",
"Leporinus" = "#2ca02c"

)
shape_map <- ¢c("COM" = 17, "SEM" = 16)

fill_map <- c¢(

"Cichla_COM"  ="lightblue",
"Cichla_SEM" = "skyblue",
"Hoplias_COM" = "lightpink",
"Hoplias_ SEM" = "pink",
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"Oreochromis_ COM" = "plum",
"Oreochromis_ SEM" = "thistle",
"Leporinus_COM" = "palegreen3",
"Leporinus_ SEM" = "palegreen1"

)

p <- ggplot(scores_df,
aes(x = NMDS1, y = NMDS2,
color = Tratamento,
shape = Populacao)) +

geom_polygon(data = hull_df,
aes(fill = Group),
alpha = 0.2,
color = NA,
inherit.aes = FALSE,
show.legend = FALSE) +

geom_point(size = 4, alpha =0.9) +

geom_segment(data = vec_scores,
aes(x=0,y=0,
xend = NMDS1 * 1.5,
yend = NMDS2 * 1.5),
inherit.aes = FALSE,
arrow = arrow(length = unit(0.25, "cm")),
linewidth = 0.7) +

geom_text(data = vec_scores,
aes(x = NMDS1 * 1.07,
y = NMDS2 * 1.07,

label = var),
inherit.aes = FALSE,
size =4) +

scale_color_manual(values = color_map) +
scale_fill_manual(values = fill_map) +
scale_shape_manual(values = shape_map) +

labs(title = "NMDS — Populagbes com e sem experiéncia",

subtitle = paste("Stress =", round(nmds$stress, 3)),
x ="NMDS1",

y = "NMDS2",

color = "Tratamento",

shape = "Populagao”) +

theme_minimal(base_size = 14) +
theme(
plot.title = element_text(face = "bold",
size = 16, hjust = 0.5),
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plot.subtitle = element_text(size = 13,
hjust = 0.5),
legend.title = element_text(face = "bold"),
panel.grid.major = element_line(color = "gray85",
linewidth = 0.3)
)

print(p)

Anexo Il
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|| Comité de Etica no Uso de Animais em Pesquisas na ITAIPU
A N
ITAIPU

BIMACIONAL

AUTORIZACAD

A proposta de pesquisa intitulada "Testando a teoria da ingenuidade ecologica:
reconhecimenta do predador introduzido Cichla kelberi por uma presa nativa™
registrada com o protocolo W° 06/2025, sob a responsabilidade de Caroline
Henn, que envolve a producdo, manutencao ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fing
de pesquisa clentifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794,
de B de outubro de 2008, do Decreto n® 5,899, de 15 de julho de 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Macional de Contrale de Experimentacao
Animal - Concea, e fol aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE AMIMAIS
(CEUA) DA ITAIFY BIMACIOMAL 7 MARGEM ESQUERDA, em reunido de
29/08/2025. Esta autorizacdo ndo substitui o Certificado Experimental de
realizacdo ética da pesguisa, necessitando do envio do relatdrio final de
execucio do projeto para sua emissio,

Finalidade Pesquisa Clentifica
Wigéncia da autorizagdo MAM2IR025
Astyanax lacustris
Cichia kelber
[Espécie/linhagem./raca Leparinus friderici
Haplias mbigua
Qrenchromis nileticus
[N® de animais 200
S - Astpanax [acustris
Peso/Idade o _
Cerca de 500g - demais espécies
REx0 Machos & Fémeas
) Canal da Piracema
forigem

Reservatorio de ITAIPU

Foz do lguacu, 09/09/2025

Aline Luiza Konell
Yice-coordenadora da CELA
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