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RESUMO

Apesar da comunicacdo quimica ser amplamente usada por quelbnios para diversos
comportamentos sociais e sexuais, poucos estudos abordam quelbnios dulcicolas. A
comunicacao quimica entre diferentes espécies de quelbnios também é uma area pouco
explorada. A introducdo de espécies exéticas € uma grande ameaca para 0s quelénios,
porém o impacto de pistas quimicas de espécies invasoras sobre espécies nativas brasileiras
ainda é desconhecido. Hipotetizamos que as espécies nativas estudadas eram capazes de
reconhecer as pistas quimicas da sua prépria espécie e da espécie exdtica invasora e de que
a presenca da pista quimica exética afetaria o0 uso do espaco pelas espécies nativas. Para
tanto, foi testada experimentalmente a influéncia de pistas quimicas da espécie exotica
invasora (Trachemys scripta elegans) sobre a escolha de ambientes aquaticos e de sitios de
termorregulacdo por espécies de cagados nativos do Brasil. Um primeiro experimento
investigou a influéncia das pistas quimicas da espécie invasora sobre a escolha de ambientes
aquaticos pelo tigre-d’agua (Trachemys dorbigni). Os animais foram submetidos
individualmente a testes de escolha binaria em que podiam escolher entre duas amostras de
agua com tratamentos variando entre agua limpa, agua com pista quimica de conspecificos
e agua com pista quimica da espécie exotica. No segundo experimento, investigou-se o efeito
de pistas quimicas na escolha de sitios de termorregulagédo por tartarugas-da-Amazonia
(Podocnemis expansa) e tracajas (Podocnemis unifilis). Em um recinto contendo os animais
nativos foram disponibilizadas estruturas de madeira com trés tratamentos (com pista quimica
das espécies testadas, com pista quimica da espécie exdtica ou sem pistas quimicas) e
observado o0 uso das estruturas pelos individuos testados. Os tigres-d’agua testados
demonstraram diferenciar as pistas quimicas de sua propria espécie das pistas quimica da
espécie exdtica, uma vez que quando contrastadas as duas amostras de agua houve
preferéncia significativa das fémeas de T. dorbigni pelas amostras de agua com pistas
guimicas de conspecificos. Entretanto, quando as amostras de agua com pistas quimicas
foram contrastadas com agua limpa n&o houve preferéncia dos animais por nenhuma
amostra. As espécies P. expansa e P. unifilis ndo apresentaram diferengas na frequéncia
do uso dos sitios de termorregulagcdo com relacéo aos tratamentos oferecidos. Apesar de ndo
ter sido possivel estabelecer uma relagéo clara entre a presenca da pista quimica da espécie
exotica no ambiente e 0 uso do espaco pelas espécies nativas testadas, este estudo constitui
um passo importante no estudo da ecologia quimica de cagados e suas implicacdes para a

conservacédo de espécies nativas do Brasil.

Palavras-chave: Ecologia quimica. Tartarugas de agua doce. Espécie Exoética. Uso do

espaco.



ABSTRACT

Although chemical communication is widely used by turtles for various social and sexual
behaviors, few studies address freshwater turtles. Chemical communication between different
species of turtles is also an area to be explored. The introduction of exotic species is a major
threat to turtles; however, the impact of chemical cues from invasive species on native
Brazilian species is still unknown. We hypothesized that the focal native species were able to
recognize the chemical cues of their own species and of the invasive species and that the
presence of the exotic chemical cue would affect the use of space by the native species. For
this purpose, the influence of chemical cues from the invasive exotic species (Trachemys
scripta elegans) on the choice of aquatic environments and thermoregulation sites by species
of native freshwater turtles was tested experimentally. A first experiment investigated the
influence of the chemical cues of the invasive species on the choice of aquatic environments
by the black-bellied slider (Trachemys dorbigni). The animals were individually subjected to
binary choice tests in which they could choose between two water samples with treatments
varying between clean water, water with chemical cues of conspecifics and water with
chemical cues of the invasive species. In the second experiment, it was investigated the effect
of chemical cues on the choice of thermoregulation sites by the giant South American river
turtle (Podocnemis expansa) and yellow-spotted Amazon River turtle (Podocnemis unifilis). In
an open enclosure containing the native animals, wooden structures were available with three
treatments (with chemical cues of the subject species, with chemical cues of the invasive
species or with no chemical cues) and the use of the structures by the subject animals was
observed. The tested black-bellied sliders demonstrated to differentiate the chemical cues of
their own species from the chemical cues of the invasive species, since when these two water
samples were contrasted there was a significant preference of T. dorbigni females for water
samples with chemical cues of conspecifics. However, when the water samples with chemical
cues were contrasted with clean water, the animals did not prefer any sample. The species P.
expansa and P. unifilis showed no differences in the frequency of use of the thermoregulation
sites in relation to the treatments offered. Although it was not possible to establish a clear
relationship between the presence of the chemical clue of the invasive species in the
environment and the use of space by the tested native species, this study constitutes an
important step in the study of the chemical ecology of freshwater turtles and its implications

for conservation of native species in Brazil.

Keywords: Chemical ecology. Freshwater turtles. Exotic species. Use of space.
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1. INTRODUCAO

A informacédo quimica, desde intracelular até entre diferentes espécies, € algo
essencial a vida (DICKE; SABELIS, 1988). Por ser provavelmente uma das formas
mais bésicas de comunicacdo, a comunicacdo quimica é encontrada em iniameros
taxons dentro do reino animal (WYATT, 2003). A comunicagdo quimica € comum
tanto entre individuos da mesma espécie (intraespecifica), como através do uso de
feromoénios, quanto entre individuos de espécies diferentes (interespecifica), como
por meio do uso de aleloquimicos (DICKE; SABELIS, 1988). Os organismos usam
pistas quimicas para varias funcoes, tais quais, localizar comida, encontrar parceiros
sexuais, reconhecer individuos aparentados, detectar inimigos e marcar territorio
(DICKE; TAKKEN, 2006).

Em relagcdo aos répteis, diversos estudos com lagartos, serpentes, quelénios
e crocodilianos indicam a importancia dos sinais quimicos na coordenacdo de
comportamentos sociais (revisado por MADISON, 1977; MASON; PARKER, 2010).
No caso de quel6nios dulcicolas, especificamente, por habitarem ambientes com
baixa visibilidade devido a presenca de densa vegetacdo e agua tdrbida, a
comunicacéo quimica é favorecida em detrimento do uso de pistas visuais (MUNOZ,
2004). Além disso, caracteristicas morfofisiologicas também indicam a importancia da
comunicagdo quimica nesses animais. Dentre elas, destacam-se a presenca de
glandulas especializadas na pele dos queldnios dulcicolas que secretam
componentes quimicos (NEIL, 1948; AUFFENBERG, 1965; ROSE, 1970;
EHRENFELD; EHRENFELD, 1973; MADISON, 1977), a anatomia olfativa complexa
com sistema olfativo e vomeronasal bem desenvolvidos (HALPERN, 1992;
SCHWENK, 2008) e o comportamento de bombeamento bucal aquatico com funcao
parcialmente olfativa (ROOT, 1949; SCHWENK, 2008).

Nos quelénios em geral informacdes quimicas sao importantes para
comportamentos como evitacdo de predadores (JACKSON, 1990; KATS; DILL,
1998), selecao de habitat e reconhecimento do local de origem (QUINN; GRAVES,
1998; SMAR; CHAMBERS, 2005; ANDRES; CHAMBERS, 2006), reconhecimento de
individuos da mesma espécie e busca por parceiros sexuais (AUFFENBERG, 1965;
MURNOZ, 2004; GALEOTTI et al., 2007; LEWIS et al., 2007), selecdo de parceiros
sexuais através de caracteres indicadores de fithess (POSCHADEL et al., 2006;
IBANEZ et al., 2012) e reconhecimento de parentes préximos (WHITEAR et al.,



2016). Entretanto, somente uma parte destes estudos aborda quelénios dulcicolas e
poucos tém buscado investigar a comunicacdo quimica sob o ponto de vista da
conservagao.

As populagbes de quelbnios tém sofrido declinio devido a diversos fatores
globais como perda e fragmentacdo de habitat (GIBBONS et al., 2000), poluicdo
ambiental, mudancas climaticas (BUJES, 2010) e superexploracdo para
comercializacdo no mercado pet e para consumo (ERNST; BARBOUR, 1989; BUJES,
2010). Além disso, outra importante ameaca a este grupo € a introducao de espécies
invasoras (BUJES, 2010), que ja é considerada a segunda maior causa de perda de
biodiversidade no mundo (GIBBONS et al.; 2000). As espécies invasoras podem
modificar o funcionamento e a organizacdo das comunidades nativas através de
diversos processos ecoldgicos como a predacédo, a transferéncia de parasitas e a
exclusao por competicdo (CADI; JOLY, 2004).

Dentre os queldnios, a espécie Trachemys scripta elegans (Wied, 1838),
também conhecida por tartaruga-de-orelha-vermelha, foi incluida na lista das 100
piores espécies invasoras do mundo (“World’s Worst invaders”) (LOWE et al., 2000).
No Brasil, esta espécie exoética também ja € considerada invasora (MARTINS et al.,
2014), havendo relato de ser encontrada em estado feral na natureza (FERRONATO
etal., 2009). A alta toleréncia ecoldgica e diversidade alimentar (ROCHA, 2005), bem
como as caracteristicas bioldégicas de maturacdo sexual precoce, alta taxa de
fecundidade e tamanho corporal relativamente grande em adultos (ARVY; SERVAN,
1998) tornam T. s. elegans uma ameaca as espécies nativas de quelbnios, tanto pela
competicao interespecifica quanto pela possibilidade de perda genética devido a
hibridizagéo (PRIMACK; RODRIGUES, 2001).

Estudos indicam que, nos ambientes que invade, T. s. elegans compete com
espécies nativas (CADI; JOLY 2003, 2004; POLO-CAVIA et al., 2009), podendo até
ser considerada uma das razdes de declinio populacional e da piora do status de
conservacdo de uma espeécie europeia (DA SILVA; BLASCO, 1995). Ainda,
experimentos tém mostrado que a presenca desta espécie invasora pode causar o
deslocamento de populacdes nativas (POLO-CAVIA et al.,, 2009), além de afetar
negativamente a termorregulacdo, o ganho de massa e a sobrevivéncia da espécie
competidora nativa (CADI; JOLY 2003, 2004). No Brasil, embora haja registro de
comportamento agressivo e competicdo por locais de termorregulacdo entre T. s.
elegans e T. dorbigni (ROCHA, 2005), ainda ha necessidade de mais estudos para
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entender como esta espécie exoética pode afetar as espécies nativas.

Desse modo, o presente estudo visa avaliar os possiveis impactos das pistas
guimicas de uma espécie exdtica de cadgado no comportamento de espécies nativas
brasileiras. Para tanto, foram realizados experimentos para testar as hipéteses:
1) as espécies nativas de cagados estudadas sdo capazes de diferenciar pistas
guimicas da sua propria espécie das de uma espécie exotica e 2) a presenca de pistas
guimicas da espécie exodtica no ambiente afeta a maneira com que as espécies

nativas estudadas fazem uso do espaco.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito de pistas quimicas de um quelbnio exdético no comportamento de

espécies nativas.

2.2 Objetivos especificos

1) Testar a influéncia de pistas quimicas de uma espécie exotica (T. s. elegans) na
escolha de ambientes aquaticos por T. dorbigni.
2) Testar a influéncia de pistas quimicas de uma espécie exética (T. s. elegans) no

uso de sitios de termorregulacéo pelas espécies nativas, P. expansa e P. unifilis.

3. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi composto por dois experimentos: o experimento 1 envolvendo as
espécies Trachemys dorbigni e Trachemys scripta elegans que investiga o uso de
ambientes aquaticos e o experimento 2 envolvendo as espécies Trachemys scripta
elegans, Podocnemis expansa e Podocnemis unifilis que investiga o uso de sitios de
termorregulagcdo. Ambos os experimentos foram realizados na Fundagéo Parque
Zoolégico de Séo Paulo utilizando os animais do seu plantel, com as permissdes do
Oficio n°160/2018/FPZSP e CEUA (Comissdo de ética no uso de animais da
Universidade Federal de S&o Carlos) n° 6350011218.

3.1 Experimento 1 — Escolha de ambientes aquaticos

Neste experimento foi avaliada a influéncia de pistas quimicas de
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conspecificos e da espécie invasora Trachemys scripta elegans sobre o uso de
ambientes aquaticos pelo cagado nativo brasileiro T. dorbigni. Foram utilizados 49
espécimes de T. dorbigni (31 machos e 18 fémeas) e 44 espécimes de T. s. elegans
(24 machos e 20 fémeas). Os animais das duas espécies utilizadas no estudo
compartilhavam os mesmos recintos na area de exposi¢cdo ao publico da FPZSP,
sendo separados por sexo como meétodo de evitar a reproducdo descontrolada.
Foram usadas pistas quimicas de ambas as espécies, mas apenas 0s espécimes da
espécie nativa foram utilizados como individuos experimentais. Todos os animais
testados no experimento (T. dorbigni) eram adultos, com comprimento de carapaga =
130 mm para machos e 2150 mm para fémeas (BAGER, 2003)

O experimento 1 constituiu em uma série de testes de escolhas binarias
simultaneas realizados individualmente, dando a cada individuo a possibilidade de
escolha entre duas op¢des de amostras de agua diferentes, contendo ou nao pistas
guimicas. Os procedimentos e desenho experimental foram adaptados de estudos
prévios sobre preferéncias quimiossensoriais em queldnios dulcicolas (MUNOZ,
2004; LEWIS et al., 2007; IBANEZ et al., 2012, 2013; WHITEAR et al., 2016). O
experimento foi realizado em duas caixas-d’agua de 1000 litros modificadas (0,72 m
de altura x 1,13 m de largura x 1,61 m de comprimento), de modo a apresentar dois
reservatérios de agua isolados e de igual tamanho, conectados por uma area seca
mais elevada (Figura 1). Cada lado da caixa-d’agua continha uma amostra de agua
diferente, sendo o lado de cada amostra alternado a cada teste. As possiveis
amostras de agua eram: controle (agua limpa obtida da torneira), agua com pista
guimica de conspecificos (machos e fémeas de T. dorbigni) e Agua com pista quimica
exotica (machos e fémeas de T. s. elegans). Sendo assim, ao longo do experimento
cada individuo foi exposto a trés condi¢cdes experimentais distintas, tendo como
opcdes 0s seguintes tratamentos: 1) agua com pista quimica de conspecificos vs.
com pista quimica exatica; 2) agua limpa (controle) vs. agua com pista quimica exotica
e 3) agua limpa (controle) vs. agua com pistas quimicas de conspecificos. Devido a
alterac6es na disponibilidade dos animais, o numero de individuos testados em cada
condicado experimental foi diferente, sendo que na condicdo experimental A, 46
animais fizeram os testes (29M e 17F), na condicao experimental B, 42 animais (26M
e 16F) e na condic&o experimental C, 41 animais (27M e 14F).
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Figura 1 — Caixa-d’agua adaptada onde foram realizados os testes do experimento de escolhas de

ambiente aquatico. Fonte: Roberta Mariah, 2019.

As amostras de &gua presumivelmente contendo pistas quimicas foram
obtidas de tanques contendo individuos machos e fémeas de cada uma das espécies
utilizadas (T. dorbigni e T. s. elegans). Os animais utilizados nesse processo foram
mantidos em recintos de diferentes tamanhos (devido a disponibilidade estrutural da
FPZSP) localizados fora da area de exposi¢ao ao publico. Todos os recintos utilizados
tinham disponiveis area seca e area com agua. Os grupos de animais foram alocados
em recintos separados pela espécie e pelo sexo, havendo portanto quatro recintos
para os seguintes grupos: machos de T. dorbigni, fémeas de T. dorbigni, machos de
T. s. elegans e fémeas de T. s. elegans. O numero de individuos em cada recinto
variou entre 3 e 20 animais, dependendo do tamanho do recinto. Estes animais eram
alimentados normalmente e os tanques eram lavados duas vezes por semana. Apos
o0 minimo de 24 horas de permanéncia dos animais em contato com a agua dos
recintos (LEWIS et al., 2007; WHITEAR et al., 2016), uma parte dessa agua era
coletada e diluida em agua limpa para formar as amostras de agua usadas no
experimento. Nessa etapa, uniu-se as aguas retiradas dos tanques de machos e
fémeas da mesma espécie para compor as amostras de agua utilizadas nos

experimentos. Foi utilizada como parametro de diluicdo a razdo 1:4, presente no artigo
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de LEWIS e colaboradores (2007). Além disso, como o tamanho dos grupos das duas
espécies usados parar gerar pista quimica ndo eram iguais foi feito um ajuste no
volume retirado de cada grupo de modo que a quantidade de animais geradores de
agua multiplicada pelo volume de agua retirada resultasse em uma concentracao
equilibrada entre as amostras de agua. O mesmo grupo de animais foi usado parar
gerar pista quimica em todas as repeticbes de uma mesma condi¢cdo experimental.
Ao iniciar testes com uma nova condicdo experimental, se substituia o grupo de
animais geradores de pistas quimicas, de modo que o animal testado néo fizesse
teste com agua proveniente de um mesmo grupo mais de uma vez. Nao foi possivel
padronizar a intensidade das pistas quimicas presentes nas amostras de agua, ou
evitar que uma espécie ou grupo de animais produzissem sinais quimicos mais
intensos do que outros, assim como em outros experimentos similares realizados
anteriormente (MUNOZ, 2004; POSCHADEL et al., 2006; LEWIS et al., 2007; IBANEZ
et al., 2012, 2013; WHITEAR et al., 2016).

Todos os animais focais (da espécie T. dorbigni) fizeram o teste para as trés
situacOes experimentais, sendo cada teste em dias diferentes para evitar influéncia
de eventual estresse nas respostas. Os animais focais, previamente selecionados,
eram escolhidos aleatoriamente para a ordem de realizacdo dos testes. No inicio do
teste, o animal era colocado na parte seca da caixa d’agua, onde era mantido por
cinco minutos de forma a ser impedido de entrar nas amostras de agua através de
uma barreira composta por uma tela. Neste momento o animal podia se aclimatar e
tinha a oportunidade de perceber as pistas quimicas das amostras através do ar. Em
seguida, a barreira era retirada e o animal ficava livre parar entrar na amostra de agua
escolhida. O animal era deixado na primeira amostra escolhida por cinco minutos e
depois retirado da agua e colocado novamente na area seca. Neste momento, o lado
da amostra ja experimentada era fechado com a tela, ficando disponivel somente o
lado ainda n&o explorado. Apos o animal entrar voluntariamente na amostra de agua
disponivel, este era deixado na agua por mais cinco minutos. Este processo foi
realizado para dar ao animal a oportunidade de “experimentar” as duas amostras de
agua, no caso do mesmo nao conseguir perceber as pistas somente pelo ar, pois
levou-se em consideracdo que para escolher entre as amostras de agua antes era
preciso conhecer as duas opcdes disponiveis (MUNOZ, 2004; WHITEAR et al., 2016).
Terminada essa etapa, o animal era colocado no centro da area seca e era permitido
gue entrasse na amostra do lado que desejasse. Apds entrar na 4gua, o animal era
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deixado nesta por 30 segundos e entéo retirado e colocado novamente na posicao
central da area seca. Esta Ultima etapa era repetida por 10 vezes (LEWIS et al., 2007)
e entao o teste era encerrado.

Os dados coletados durante este experimento foram: data, horério inicial e final
do teste, identificacdo do animal (niumero de microchip e chanfra), sexo do animal,
comprimento da carapaca e do plastrdo do animal, temperatura ambiente,
temperatura das duas amostras de agua, a primeira amostra de agua escolhida, e as
10 amostras de agua escolhidas subsequentemente. Como em cada teste o animal
ficava em contato direto com a agua por cerca de somente 15 minutos totais foi
considerado que este tempo ndo era o suficiente para alterar as pistas quimicas dos
tratamentos, pois estudos similares deixavam os animais em contato com a agua
dentre 20h (POSCHADEL et al., 2006) a 24h (WHITEAR et al., 2016) horas para gerar
amostras de agua com pistas quimicas. Desta forma, para evitar o uso excessivo de
agua (para cada configuracdo de teste eram utilizados mais de 200l de agua), a
mesma configuracdo de teste (mesmas amostras de agua) foram utilizadas por até
trés testes consecutivos com animais diferentes. Entre uma rodada de teste e outra
(de um a trés testes com as mesmas amostras de agua) toda a estrutura utilizada era
lavada e escovada com agua limpa e deixada secar ao ar livre para evitar
contaminagao com outros odores.

Visto que a espécie testada € diurna, todos os testes foram realizados durante
o dia, e somente em dias com temperatura amenas, nos quais 0S animais estavam
mais ativos. O periodo de realizacdo dos testes foi entre fevereiro e setembro de
2019. Antes do inicio da coleta de dados foram realizados testes pilotos com dois
animais de cada sexo, onde ambas as amostras de agua eram sem pistas quimicas
para descartar a possibilidade de preferéncia por um dos lados da caixa-d’agua (viés

lateral).

3.1.1. Espécies Investigadas
A espécie Trachemys dorbigni (Duméril and Bibron, 1835), conhecida
popularmente como tigre-d’agua (BUJES; VERRASTRO, 2008), ocorre no Uruguai,
nordeste da Argentina (VANZOLINI, 1997) e no Brasil, no estado do Rio Grande do
Sul (BAGER et al., 2007). Abundante em sua area de distribuicdo brasileira (BAGER
et al., 2007), ela ocupa diversos ambientes, desde locais mais naturais como rios,
lagos e areas alagadas (LEMA; FERREIRA, 1990) até locais mais antropizados como
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canais de esgoto e de drenagem de agua de plantacbes de arroz (BUJES;
VERRASTRO, 2008). A espécie T. dorbigni € considerada ndo ameacada
globalmente (IUCN, 2018), porém segundo avaliagdo nacional esta espécie foi
classificada como quase ameacada (NT) (VOGT et al., 2015a). Além disso, esse
status pode ser agravado por diversos fatores como a perda de habitat causado pelo
avanco da fronteira agricola, a presséo gerada pela captura de ovos e filhotes para
comercializacdo no mercado pet (BAGER et al., 2007; BUJES, 2010) e o crescente
namero de casos reportados de atropelamentos destes animais em estradas (BAGER
et al., 2007).

O tigre-d’agua é considerado um cagado onivoro oportunista, se alimentando
de vegetais, frutas e carne, sendo que as preferéncias entre os itens alimentares
podem variar de acordo com o sexo (HAHN, 2005). A maturidade sexual é atingida
aproximadamente aos 130 mm de comprimento da carapaca nos machos e entre 150
e 160 mm nas fémeas (BAGER, 2003). A espécie apresenta dimorfismos sexuais
secundarios evidentes, sendo que os machos possuem melanismo e a cauda mais
comprida do que as fémeas de mesmo tamanho, e a as fémeas possuem
comprimento de carapaca maior do que os machos (BAGER, 2003). O periodo
reprodutivo, que pode variar de acordo com a localidade e o ano, compreende entre
final de setembro e meados de fevereiro (BUJES, 2010).

A espécie Trachemys scripta elegans (Wied, 1838), também conhecida por
tartaruga-de-orelha-vermelha, € nativa da América do Norte, estando originalmente
distribuida do leste dos Estados Unidos para o nordeste do México (ERNST,;
BARBOUR, 1989). A espécie que é cultivada desde 1970 nos EUA para o comércio
de animais de estimacdo (CADI et al., 2004) é considerada uma das 100 piores
espécies invasoras do mundo (LOWE et al., 2000). Isto se deve, principalmente, a
soltura clandestina em lagos e rios destes animais que, ao se tornarem adultos,
deixam de ser considerados atraentes como animais de estimagédo (CADI; JOLY,
2004).

A tartaruga-de-orelha-vermelha é considerada onivora, sendo que em cativeiro
apresenta preferéncia por proteina animal (ROSSI et al., 2006). A maturidade sexual
€ atingida nos machos quando o plastréo atinge cerca de 90 a 100 mm e nas fémeas
comcercade 174 e 193 mm (ROSSI et al., 2006). O dimorfismo sexual esta presente,
de modo que machos possuem as garras frontais mais compridas, cauda mais larga
na base, com a posi¢cdo da cloaca ultrapassando a borda da carapaca e fémeas
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possuem a base da cauda mais estreita, com ponta mais fina em formato de seta, e
a posicao da cloaca antes do limite da borda da carapaca. Além disso, os machos
possuem tamanho corporal menor do que as fémeas (GRADELA et al., 2017). O
periodo reprodutivo da espécie ocorre entre os meses de abril a julho (PEREZ-
SANTIGOSA et al., 2008).

3.1.2 Anélises Estatisticas

Primeiramente, foi caracterizado o grupo de animais testados, obtendo valores

médios de comprimento de carapaca e plastrdo para machos e fémeas.

A preferéncia na primeira escolha (pré-ambientacao) foi analisada a partir do
teste y? para igualdade de proporcdes. Para avaliar a influéncia das variaveis
“‘género” e "comprimento de carapaga” sobre as escolhas, utilizou-se o modelo
logistico para respostas binarias (MCCULLAGH; NELDER, 1989). A qualidade do
ajuste foi checada a partir de gréficos dos residuos de Pearson e envelopes simulados
com 95% de confianca a partir da funcdo estatistica half-normal plot (hnp) do
programa estatistico R (R CORE TEAM, 2019; MORAL et al., 2017). A significancia
do fator “género” e o efeito linear do comprimento da carapaca sobre a primeira
escolha foram avaliados a partir do teste de raz&o de verossimilhanga para modelos
encaixados, a partir do teste y? para a diferenca de desvio (deviance) entre os
modelos testados (HOSMER; LEMESHOW, 2013).

Na sequéncia, avaliaram-se as escolhas posteriores, ap0s a adaptacdo dos
individuos as amostras de adgua. O modelo binomial logistico convencional nao foi
apropriado nesta situacdao, uma vez que se verificou superdispersdo nos dados, ou
seja, os dados apresentaram dispersdo significativamente superior a dispersao
esperada a partir do modelo binomial. A superdispersao pode decorrer de variagdes
ambientais que afetam as chances das escolhas ou de correlacfes existentes entre
observagfes do mesmo individuo. Para modelar dados nessa situagdo, adiciona-se
uma componente aleatdria na parte fixa do modelo, capaz de acomodar a variacao
extra. No caso, usamos uma componente aleatéria normalmente distribuida, somada
a parte fixa do modelo, a qual influencia diretamente o log das chances (logito). O
modelo resultante é conhecido como Logistico-Normal (DEMETRIO et al., 2014). A
gualidade do ajuste foi checada a partir de graficos dos residuos de Pearson e

envelopes simulados com 95% de confianca a partir da fungéo estatistica half-normal
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plot. A influéncia do género, da ordem de execucdo do ensaio (cada uma das 10
repeticdes do teste na fase pdés-ambientacdo) e do tamanho do animal (comprimento
da carapaca) sobre as escolhas foi analisada a partir da estatistica y? para o teste de
razao de verossimilhanca. O teste de Wald para os coeficientes do modelo foi usado
de forma complementar, para detectar se a preferéncia nas escolhas foi afetada pelo
género. Nesta etapa, graficos da distribuicdo das escolhas e dos ajustes da
distribuicdo Logistica-Normal foram apresentados para descrever o padrdo de
resposta de machos e fémeas e auxiliar na identificacdo de grupos com

comportamentos distintos.

As andlises estatisticas e os gréaficos foram obtidos a partir do software R (R
CORE TEAM, 2019). Todos os testes de hipoteses foram realizados considerando-

se o nivel de significancia de 5%.

3.2 Experimento 2 — Escolha de sitios de termorregulacéo

Neste experimento, foi testada a influéncia de pistas quimicas de uma espécie
exdtica (T. s. elegans), no uso de sitios de termorregulacdo pelas espécies
Podocnemis expansa e Podecnemos unifilis. Fizeram parte do experimento 53
individuos, sendo 21 espécimes de P. expansa (9 machos e 12 fémeas) e 32
espécimes de P. unifilis (19 machos, 11 fémeas e 2 individuos de sexo nao
identificado). O experimento foi realizado no recinto 53 da exposi¢éo da FPZSP, local
gue 0s animais ja viviam.

Foram usados como sitios de termorregulacdo seis estruturas de madeira
compensada (2,20 m de altura x 1,20 m de largura), sendo duas para cada tratamento.
Foram afixadas em cada estrutura de madeira seis ripas de madeira dispostas
paralelamente e com espagos regulares, com o intuito de facilitar a escalada e evitar
gue os animais escorregassem da estrutura. Foram empregados trés tratamentos: 1)
estrutura sem pista quimica (controle), 2) estrutura com pista quimica das espécies
nativas (P. expansa e P. unifilis) e 3) estrutura com pista quimica da espécie exotica
(T. s. elegans). Foram colocadas no recinto, paralelamente, uma estrutura para cada
tratamento, permanecendo cada uma delas afixadas na borda do tanque e apenas
com a parte inferior em contato com a agua do recinto (Figura 2). A cada dia de coleta,
as estruturas de madeira eram trocadas de posi¢&o no recinto de modo que ao final

do experimento, todas tivessem ficado a mesma quantidade de vezes em cada
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posicao.

Para passar as pistas quimicas para as estruturas de madeira, estas foram
deixadas imersas na agua de tanques contendo apenas as espécies alvo de cada
tratamento por no minimo 24 horas. Para a espécie exética, foram separados grupos
iguais de machos e fémeas, sendo que as estruturas de madeira ficaram metade do
tempo do experimento de molho na agua de cada sexo, separadamente. Entre uma
coleta e outra, as estruturas de madeira do tratamento com pistas quimicas da
espécie invasora eram trocadas por outras que estavam de molho em agua e a
estrutura de madeira controle trocada por uma limpa. As estruturas de madeira do
tratamento com pistas quimicas das espécies nativas ficavam de molho no proprio
recinto onde era realizado o experimento e onde ndo eram mantidos individuos da
espécie exodtica. Apos usadas no experimento, as estruturas de madeira do
tratamento controle eram lavadas com agua limpa, escovadas e deixadas secando
ao ar livre e as estruturas de madeira dos tratamentos com pistas quimicas da espécie
exdtica eram levadas para ficar de molho para a préxima coleta. No periodo de
realizagdo do experimento, foram retirados do recinto os troncos da ambientag&o
utilizados pelos animais para termorregulacdo, de modo que ficassem disponivel para

tal somente as estruturas do experimento.

S e

Figura 2 — Estruturas de madeira utilizadas no experimento de escolhas de sitios de termorregulacao.
Fonte: Roberta Mariah, 2019.
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Durante as coletas de dados, os animais foram observados utilizando o método
de varredura instantanea (“scan sampling”) (ALTMANN, 1974) no qual a cada cinco
minutos durante trés horas consecutivas era anotado a espécie, sexo € o niumero de
animais utilizando cada tratamento. Para facilitar a identificacdo rapida do sexo dos
animais no momento das varreduras, 0s animais, previamente sexados, foram
identificados com esmaltes de cores diferentes de acordo com o sexo. Foram 30 dias
ndo consecutivos de observagfes entre janeiro e maio de 2019, distribuidas no
periodo da manha (entre 08 e 12h) ou da tarde (entre 12 e 17h).

3.2.1 Espécies Investigadas

A tartaruga-da-Amazénia (Podocnemis expansa - Schweigger, 1812) é a maior
espécie do seu género, cujas fémeas podem chegar a 1090 mm de comprimento de
carapaca e os machos a 500 mm. Além de menores, 0os machos possuem também a
cauda maior e mais larga e a carapaca mais circular do que das fémeas. A espécie,
gue tem os adultos principalmente herbivoros e tem atividade diurna e noturna, ocorre
em todos os estados do Brasil que fazem parte da bacia Amazonica, até o limite com
o Maranhé&o, ocupando habitats como rios, lagos e florestas inundaveis (FERRARA,
et al., 2017).

O tracaja (Podocnemis unifilis - Troschel, 1848) tem a mesma distribuicdo da
tartaruga-da-Amazénia. A espécie que tem atividade diurna e noturna, €
principalmente herbivora e habita grandes rios, remansos, lagos, corregos e florestas
alagaveis. Estes animais medem entre 350 e 500 mm, fémeas maduras, e entre 250
e 390 mm, machos. Além dessa diferenca de tamanho, os machos possuem a cauda
proporcionalmente mais comprida do que a das fémeas e abertura do escudo anal
em formato de “U” ,enquanto nas fémeas é em formato de “V” (FERRARA, et al.,
2017).

As duas espécies amazonicas foram nacionalmente classificadas como Quase
ameacadas (NT, aproximando-se do critério A2d) (VOGT et al., 2015a,b), uma vez
gue vém sofrendo acentuado declinio populacional devido a coleta excessiva de
adultos, juvenis e ovos para consumo e venda. Além disso, outras ameacas podem
afetar estas espécies como o desmatamento, a construcdo de hidrelétricas e o
aquecimento global, que interfere na determinacao do sexo dos filhotes desregulando

a razédo sexual das populagdes (FERRARA, et al.,2017).
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3.2.2 Analises Estatisticas

Primeiramente, os dados foram explorados a partir de estatisticas descritivas
e andlise grafica. Nesta etapa, foram utilizados gréficos de perfis e diagramas de
caixas. Os grupos amostrais de machos e fémeas foram comparados, dentro de cada
espécie, por meio do teste de Wilcoxon para dados pareados ao longo do tempo. Ja
as comparacoes entre tratamentos (pistas quimicas) foram realizadas a partir do teste
de Friedman sobre dados longitudinais. As correlagdes entre as frequéncias diérias
de uso dos sitios de regulacéo térmica, entre machos e fémeas e entre as espécies
P. expansa e P. unifilis, foram computadas a partir do coeficiente de Pearson e
testadas com o auxilio da estatistica t. A densidade populacional de machos e fémeas
das duas espécies foi considerada nas analises.

Para uma analise mais pormenorizada, as contagens obtidas em cada grupo
amostral foram explicadas pelo ajuste de modelos quasi-Poisson, sendo incluidos
como fatores experimentais o periodo (dia) da observacéao, a localizacao (posi¢ao) do
sitio de termorregulagéo e os tratamentos. A influéncia dos fatores sobre a taxa de
uso dos sitios de termorregulacdo foi inferida a partir do teste de razdo de
verossimilhanca para modelos encaixados, por meio da estatistica F. Dessa forma,
primeiramente testou-se o efeito do tempo (dia a partir do inicio do experimento),
comparando o resultado com o modelo nulo. Depois, testou-se o efeito da localizacéo
dos sitios de termorregulagéo, considerando a inclusdo prévia do tempo (dia) no
modelo. Por fim, testou-se a influéncia dos tratamentos considerando que o “tempo”
e a “posicao” ja estavam no modelo.

O uso do modelo quasi-Poisson € justificado pelo fato das respostas serem
contagens com variancia consideravelmente maior do que a esperada pelo modelo
de Poisson. A qualidade dos ajustes foi verificada por andlise residual, com a

construcéo de envelopes simulados com 95% de confianca.

4 RESULTADOS

4.1 Experimento 1

4.1.1 Caracterizagédo dos animais testados
Os animais da espécie T. dorbigni testados neste estudo tinham comprimento

de carapaca de 220,5 + 6,8 mm para as fémeas e 192,3 + 4,5 mm para os machos e
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comprimento de plastrdo de 204,6 + 6,6 mm para as fémeas e 170,3 + 3,7 mm para

0os machos (média + erro-padréo).

4.1.2 Condicao experimental A (pista quimica de conspecificos vs. pista quimica

exaotica)

4.1.2.1 Primeira escolha

Na primeira escolha, houve uma preferéncia significativa pelas amostras de
Agua com pistas quimicas de conspecificos (y? = 7,04 gl = 1;p = 0,0080). Dos 46
animais testados, 30,4% escolheram amostras com pista quimica exética e 69,6%
amostras com pistas quimicas de conspecificos. Dessa forma, a chance de um animal
escolher a pista quimica de conspecificos foi 129% maior do que a de escolher a pista
guimica exotica (RC = 2,29; IC(RC,95%):[1,25; 4,42]).

Verificou-se que a primeira escolha nédo foi associada significativamente ao
tamanho do animal (teste RV; x% =0,35;gl = 1;p = 0,5528), mensurado pelo
comprimento de carapaca. Além disso, ndo houve influéncia dos géneros (masculino

e feminino) sobre a primeira escolha (y? = 0,01; gl = 1;p = 0,9080).

4.1.2.2 Escolhas p6s-ambientacéao

O ajuste do modelo Logistico-Normal considerou as varia¢des individuais nos
ensaios de preferéncia, pelo qual foi obtida a estimativa de 65,7% para a
probabilidade de escolher pistas quimicas de conspecificos (95% IC =
[51,0%; 78,4%]). O teste de Wald foi significativo (teste de Wald; Z = 2,146; p =
0,0319; gl res.= 44), indicando diferengcas nas chances de escolha entre pista
guimica exdtica e pista quimica de conspecificos apds a ambientacdo aquatica.

Como o animal era ambientado gradativamente, sendo imerso nas amostras
de agua durante a realizacéo de 10 ensaios consecutivos, levantou-se a hipétese das
chances de escolhas variarem de acordo com a ordem do ensaio, a medida que o
animal percebe o ambiente. Porém, ndo se verificou associacdo linear significativa
entre ordem do ensaio e chances de escolha (teste RV; y2 =0,7856;gl = 1;p =
0,3756). Analises exploratdrias revelaram a inexisténcia de qualquer padrdo de
relacdo entre a ordem dos ensaios (com o mesmo animal) e as frequéncias das

escolhas.
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Assim como para a primeira escolha (fase anterior a ambientacdo), observou-
se que o tamanho do animal ndo esteve associado as escolhas entre pista quimica
conspecifica e exdtica (teste RV; y? = 0,004; gl = 1;p = 0,9453). O género também
nao apresentou influéncia considerando-se o teste da razao de verossimilhanca a 5%
de significancia (teste RV; y? = 3,097; gl = 1;p = 0,078). Contudo, foi verificada uma
interacdo entre género e escolha ao retirarmos o intercepto do modelo: houve
diferenca significativa entre as chances de escolha da pista quimica conspecifica e
exotica para as fémeas (teste de Wald; Z = 2,756;p = 0,00586; gl res.= 43). As
fémeas seguiram as pistas quimicas de conspecificos com probabilidade estimada de
78,9% (95% IC = [59,1%;91,3%]). Dessa forma, a chance de uma fémea seguir a
pista quimica conspecifica foi 274% maior do que a de se encaminhar para a pista
guimica exética (RC = 3,74). Por outro lado, ndo se verificou preferéncia entre pistas
guimicas para o grupo de machos (teste de Wald; Z = 0,658; p = 0,510; gl res. = 43).

Devido ao valor p consideravelmente baixo no teste de razdao de
verossimilhanca para a variavel “género”, o que caracteriza uma tendéncia, optou-se
por explorar melhor a relagéo entre o género e a escolha a partir de ajustes separados
do modelo Logistico-Normal para os sexos masculino e feminino. O ajuste da
distribuicio do modelo Logistico-Normal demonstrou que nas fémeas o
comportamento padrao foi seguir pistas quimicas de conspecificos, corroborando os
resultados anteriores (teste de Wald; RC=3,29; Z=3,44; p<0,001).

Para o grupo de machos, ndo houve preferéncia entre os tratamentos (teste de
Wald; RC=1,27; Z=0,55; p=0,583), mas 0s mesmos se dividiram em dois
comportamentos notoérios: 11 individuos exibiram preferéncias pelas Dpistas
intraespecificas, escolhendo-a com uma probabilidade igual ou maior do que 80%;
enquanto isso, nove individuos apresentaram 0 comportamento oposto,
apresentando preferéncia pela pista quimica exoética, isto é, escolhendo-a com
probabilidade maior ou igual a 70%. Apenas 31% dos machos (N=9) apresentaram

escolhas equilibradas, com probabilidades menores do que 80% (Figura 3).
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Figura 3 — Proporcdes observadas na escolha da pista quimica conspecifica (nativa) em fungéo
do género (colunas em cinza) e distribuicdo Logistico-Normal ajustada (curva em vermelho) para
cada grupo amostral na condig¢éo experimental A (Pista quimica de conspecificos vs. Pista quimica
exética).

4.1.3 Condicéo experimental B (controle vs. pista quimica exotica)

4.1.3.1 Primeira escolha

Na primeira escolha, ndo houve preferéncia entre os tratamentos (y? =
0,8572; gl = 1;p = 0,3545). Dos 42 animais estudados, 57,1% escolheram o controle
(dgua limpa) enquanto 42,9% encaminharam-se para amostras de agua com pista
guimica exdtica. Nao foram verificadas influéncias significativas do tamanho do
animal (teste RV; x?=0,3073;g9l =1; p=0,5793) e género (teste RV; yx?=
0,5371; gl = 1;p = 0,4636) sobre as chances de cada escolha.

4.1.3.2 Escolhas pés-ambientacéao

Nesta etapa também ndo houve preferéncia entre os tratamentos disponiveis
(teste de Wald; Z = —0.782; p = 0,4340; gl res.= 40). Ademais, ndo se verificaram
influéncias do tamanho do animal, género e ordem de execucgéo do teste sobre as
chances de escolha (teste RV; p > 0,05).

Na descricdo das escolhas de fémeas e machos pelo modelo Logistico-Normal

nao se observam grupos com padrbes de escolhas diferentes (Figura 4).
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Figura 4 - Propor¢des observadas na escolha do controle (agua limpa) em fungdo do género (colunas
em cinza) e distribuicdo Logistico-Normal ajustada (curva em vermelho) para cada grupo amostral na
condicao experimental B (Controle vs. Pista quimica exética).

4.1.4 Condicao experimental C (controle vs. pista quimica de conspecificos)

4.1.4.1 Primeira escolha

Na primeira escolha, ndo houve preferéncia entre os tratamentos (y? =
0,6098; gl = 1;p = 0,4349). Dos 41 animais estudados, 56,1% escolheram o controle
(dgua limpa) enquanto 43,9% encaminharam-se para amostras de agua com pistas
guimicas de conspecificos. Nao foram verificadas influéncias significativas do
tamanho do animal (teste RV; y2 = 0,1424; gl = 1; p = 0,7059) e género (teste RV;
x% =0,0094; gl = 1;p = 0,9226) sobre as chances de cada escolha.

4.1.4.2 Escolhas p6s- ambientacéao

Nesta etapa também néo houve preferéncia entre os tratamentos (teste de Wald;
Z =0,2610; p = 0,7940; gl res.= 39). Ademais, ndo se verificaram influéncias do
tamanho do animal, género e ordem de execucédo do teste sobre as chances de
escolha (teste RV; p > 0,05).

A partir da distribuicdo das escolhas, observa-se que os machos ndo apresentam
grupos com padrdes de comportamento distintos. As fémeas, entretanto, parecem

formar dois grupos: nove fémeas sao mais propensas a escolher agua limpa (com
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Frequéncia

probabilidade maior do que ou igual a 60%) e trés fémeas sdo mais propensas a
escolher agua com pistas quimicas de conspecificos (com probabilidade maior de
80%). Apenas duas fémeas apresentaram um comportamento intermediario (Figura
5).
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Figura 5 - Propor¢Bes observadas na escolha do controle (Agua limpa) em funcdo do género (colunas
em cinza) e distribuicdo Logistico-Normal ajustada (curva em vermelho) para cada grupo amostral na
condicéo experimental C (Pistas quimicas de conspecificos x Controle).
4.1.5 Anédlise a posteriori

Para tentar explicar os resultados aparentemente contrastantes encontrados
nos diferentes experimentos, investigamos se existe correlacéo entre as escolhas de
um mesmo individuo nas diferentes condi¢cdes experimentais. O método usado foi 0
de Pearson, para dados de proporgéo transformados pelo arcsin da raiz quadrada (ou
simplesmente transformacédo arco seno). Os resultados indicam que escolhas
individuais em situacdes distintas ndo apresentam correlacao linear diferente de zero
(p>0,05), ou seja, ndo existe relacdo entre as escolhas de um mesmo individuo em
condicbes experimentais diferentes. Por exemplo, escolher a pista quimica
conspecifica na condicdo experimental A ndo esta relacionado a escolher a pista
quimica conspecifica na condi¢do experimental C. E importante lembrar que as duas
opcOes dentro de cada condicdo experimental (por exemplo, pista quimica de
conspecificos e pista quimica exotica na condicdo experimental A) sempre estaréo
perfeitamente correlacionadas, pois se o animal escolhe uma opg¢éo, acaba por nao

escolher a outra (Anexo A).
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4.2 Experimento 2
Os tratamentos apresentaram numeros similares de contagens de individuos

nos sitios de termorregulacdo ao longo do tempo, tanto para P. expansa como para
a P. unifilis (Figura 6).
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Figura 6 — Distribuicao das observages individuais de uso dos sitios de regulagao térmica em funcéo
dos tratamentos e ao longo do tempo (em dias).

Observou-se que os machos foram mais propensos a ocupar os sitios de
termorregulacédo, independentemente da espécie e do tratamento atribuido as
estruturas de madeira (Wilcoxon pareado, p < 0,001) (Figura 7).
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Figura 7 - Distribuicao de uso dos sitios de termorregulacéo em funcdo do sexo (corrigido pelo nimero
de individuos) para as espécies P. expansa e P. unifilis. Somatério das observagfes sobre os fatores
“tempo” e “tratamentos”.
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N&do houve diferencas entre tratamentos (pistas quimicas) em todas as
situacOes estudadas (espécies x sexo de origem da pista quimica exotica), sendo a
distribuicdo de uso dos sitios de regulagdo térmica equivalente nos grupos

experimentais, dentro de cada tempo (teste de Friedman, p > 0,05) (Figura 8).
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Os tratamentos ndo diferem entre si com respeito ao niumero mediano de observacdes a partir do teste de
Friedman para dados longitudinais (@ = 0.05)

Figura 8 - Distribuicdo de uso dos sitios de termorregulagdo em fungéo dos tratamentos, espécie e do
sexo de origem da pista quimica exdtica (Ex6tica = macho/fémea).

Observou-se que o dia do estudo, bem como a posicdo dos sitios de
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termorregulacéo, pode afetar a frequéncia de uso do mesmo pelas espécies testadas.
N&o houve, no entanto, associacdo entre tratamentos (pistas quimicas) e frequéncia
de uso dos sitios de termorregulagéo (p > 0,05). Dessa maneira, uma vez que efeitos
cronoldgicos e da localizagdo dos sitios de regulacdo térmica sdo considerados no
modelo, ndo foram constatadas diferencas quanto aos tratamentos (pistas quimicas),
refutando a hipotese de resposta diferenciada aos odores intraespecificos ou

interespecificos (Tabela 1).

Tabela 1 — Significancia dos fatores periodo (Dia), localizacdo (Posicdo dos sitios de
termorregulacdo) e pistas quimicas (Tratamentos) sobre o uso de sitios de regulacéo térmica
nas especies P. expansa e P. unifilis.

CONDICAO 1: Pista quimica exética proveniente de machos

FV GL GLges Estatistica F
P. expansa P. unifilis
Total Macho Fémea Total Macho Fémea NI
Dia 13 28 8,67 4,41 8,84 1,92 1,50 2,34* 2,51"
Posicido 2 26 1,90 1,23 11,32 8,09 5,33" 3,11 15,59
Tratamentos 2 24 0,42 2,13 0,29 0,52 0,86 0,10 0,18

CONDICAO 2: Pista quimica exdtica proveniente de fémeas

FV GL GLges Estatistica F
P. expansa P. unifilis
Total Macho Fémea Total Macho Fémea NI
Dia 14 30 1,40 1,05 2,68* 1,51 0,99 1,98 422"
Posicdo 2 28 3,21 2,19 5,06 6,06 1,96 18,56 1,87
Tratamentos 2 26 0,30 0,06 1,43 0,05 0,21 0,85 2,16

FV: Fontes de variagdo. GL: graus de liberdade. GLres: graus de liberdade residual. NI: sexo néo identificado. Codigos
de significancia: p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,001 (***). Estatisticas F obtidas pelo teste de razdo de verossimilhanca
sequencial, considerando-se os modelos quase-Poisson encaixados.

N&o se verificou correlacédo significativa entre as frequéncias de uso dos sitios de
termorregulacéo entre as espécies testadas (r=0,16; p>0,05; teste t). A principio foi
suposta a existéncia de competicao interespecifica por sitios de termorregulagao;
fosse assim, seria verificada uma correlacéo negativa nas frequéncias de uso. Dessa

forma, pb6de-se refutar tal hipotese.
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5. DISCUSSAO
5.1 Experimento 1

Diversos estudos realizados com cdgados e com metodologia similar ao deste
estudo reportaram o reconhecimento de pistas quimicas de conspecificos na agua
(MUNOZ, 2004; POSCHADEL et al., 2006; LEWIS et al., 2007; POLO-CAVIA et al.,
2009; IBANEZ et al., 2012; IBANEZ; VOGT, 2015). Em nosso experimento, os tigres-
d’agua preferiram significativamente as amostras de agua com pistas quimicas de
conspecificos quando estas foram contrastadas com amostra de dgua com pistas
guimicas da espécie exotica. Esta preferéncia por pistas quimicas de conspecificos
foi relatada para a espécie Mauremys leprosa (Schweigger, 1812), nativa da Europa,
guando esta tinha que escolher entre agua limpa, dgua com pistas quimicas de
conspecificos e agua com pistas quimicas da espécie exatica invasora, Trachemys
scripta (POLO-CAVIA et al., 2009). Neste caso, a preferéncia de M. leprosa foi
associada a uma estratégia para evitar encontros agonisticos com a espécie invasora
gue demonstra ser mais agressiva do que a espécie nativa em situacdes de
competicao por recursos alimentares ou por sitios de assoalhamento (POLO-CAVIA
et al., 2009). Esta explicacdo também parece possivelmente adequada para 0 n0osso
resultado, uma vez que ha relatos de comportamento agressivo entre tigres-d’agua e
tartarugas-de-orelha-vermelha, com iniciativa principalmente da espécie invasora e
também de competicao por sitios de termorregulacao, com a espécie exotica levando
vantagem na sele¢éo dos melhores locais de assoalhamento (ROCHA, 2005). Porém
diferente do que era esperado, quando os animais testados tiveram que escolher
entre agua limpa e agua com pistas quimicas, de conspecificos ou da espécie exdtica,
ndo houve preferéncia por nenhuma das amostras de agua.

O padrao contrastante encontrado no presente estudo pode ser efeito de
alguma variavel ndo controlada no experimento. Os animais das duas espécies
utilizadas no estudo compartilhavam os mesmos recintos, vivendo fémeas das duas
espécies em um recinto e machos das duas espécies em outro recinto. Desta forma,
€ possivel que a habituag&o prévia dos individuos com as pistas quimicas da espécie
exotica presentes na agua tenha afetado os resultados do nosso experimento. Além
disso, 0s animais experimentais possuem origens diferentes, sendo alguns nascidos
em cativeiro e outros oriundos de destinacdo de apreensbes ou abandono

(possivelmente nascidos na natureza). Se pistas quimicas de uma espécie forem
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previamente associadas a uma resposta agressiva ou a impossibilidade do uso de
recursos devido a competicdo, espécie nativas podem aprender a evitar odores de
espécies invasoras (POLO-CAVIA et al., 2009). Sendo assim, experiéncias anteriores
diferentes podem ter afetado como os espécimes de tigres-d‘agua reagiram as pistas
guimicas da espécie exdtica. Ainda, a relacdo entre o sexo dos animais testados e
dos animais que geraram as pistas quimicas também é uma variavel que pode ter
influenciado nossos resultados.

Respostas sexualmente dimérficas para pistas quimicas na &agua sao
comumente encontradas em estudos com tartarugas de agua doce (QUINN;
GRAVES, 1998; MUNOZ, 2004; POSCHADEL et al., 2006). Isso se deve ao fato de
gue machos e fémeas podem depender das pistas quimicas de conspecificos para
comportamentos diferentes, como por exemplo encontrar parceiros sexuais ou evitar
encontros agonisticos (POSCHADEL et al., 2006). Além disso, as preferéncias de
machos e fémeas podem se alterar dependendo se 0s animais estdo ou ndo na fase
reprodutiva (MUNOZ, 2004). Porém, por néo fazer parte dos objetivos deste estudo
analisar as diferentes respostas dos sexos ou da fase reprodutiva dos animais as
pistas quimicas disponiveis, as pistas quimicas de machos e fémeas (de
conspecificos ou da espécie exatica) ndo foram oferecidas separadamente aos tigres-
d’agua testados e os testes nao foram feitos levando em conta o periodo reprodutivo
dos animais. Entretanto, duas condi¢cdes experimentais (A e C) do nosso estudo
apresentaram tendéncias nas escolhas relacionadas ao sexo. Nestas duas condi¢des
experimentais, contudo, houve uma pequena sobreposicéo do periodo reprodutivo e
nao reprodutivo da espécie, considerando o periodo reprodutivo dos tigres-d’agua na
natureza, que vai de final de setembro a meados de fevereiro (BUJES, 2010).

Na primeira condicdo experimental, as fémeas preferiram significativamente as
amostras de agua com pistas quimicas de conspecificos a pista quimica exaética, o
gue acabou dominando o resultado geral dos animais. Fémeas costumam preferir
agua com pistas quimicas de conspecificos na época reprodutiva, sendo atraidas por
pistas quimicas de outras fémeas da mesma espécie para formarem aglomeracdes
(MUNOZ, 2004). Estes agrupamentos de fémeas podem ser uma estratégia
reprodutiva, pois ao estarem juntas aumentam a concentracao de pistas quimicas na
agua, facilitando que os machos as encontrem para o acasalamento (MUNOZ, 2004).
J& os machos, nesta situagéo, apesar de ndo apresentaram preferéncia significativa
pelas amostras de agua, mostraram uma tendéncia a se dividir em grupos com
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preferéncias distintas. Considerando ainda a fase reprodutiva, os machos também
sdo atraidos por pistas quimicas de fémeas conspecificas, porém evitam pistas
quimicas de machos conspecificos (MUNOZ, 2004; POSCHADEL et al., 2006). Desta
forma, a preferéncia indefinida do grupo dos machos pode ser explicada por esses
dois estimulos contraditérios presentes na mesma amostra de agua
simultaneamente. Porém, se considerarmos o periodo de fase néo reprodutiva dentro
do intervalo destes testes, era esperado que machos e fémeas evitassem amostras
com pistas quimicas do sexo oposto, como forma de evitar competicdo intraespecifica
(MUNOZ, 2004).

Também, na condicdo experimental C (controle vs. agua com pistas quimicas
de conspecificos), houve tendéncias de escolhas relacionadas ao sexo. Desta vez,
as fémeas se dividiram em dois grupos com diferentes preferéncias. Os machos, por
sua vez, apresentaram preferéncias individuais tdo variadas que nao houve formacao
clara de grupos distintos. Essa falta de preferéncia clara, para ambos 0s sexos,
também pode estar relacionada a sobreposicao das fases reprodutivas e as diferentes
escolhas dos géneros nas diferentes fases. E possivel que estas condi¢des tenham
levado a um mascaramento de preferéncias nas escolhas dos animais.

Embora ndo tenham sido encontradas preferéncias significativas nas escolhas
dos animais testados em duas condi¢cdes experimentais (condicdes B e C), a
distribuicdo das escolhas dos individuos sugere que os animais nao selecionavam as
amostras de agua aleatoriamente, com probabilidades iguais e de forma equilibrada,
como seria esperado se 0s animais ndo reconhecessem as pistas quimicas presentes
na agua. Desta forma, apesar deste estudo n&do ter encontrado evidéncias
consistentes de que a presenca das pistas quimicas da espécie exética invasora, T.
s. elegans, afeta a escolha de ambientes dos tigres—d’agua, € preciso que novas
pesquisas continuem investigando as possiveis consequéncias que esta espécie
pode trazer para os cagados nativos. Futuras pesquisas podem focar em medir 0os
niveis de stress de espécimes de tigres-d’agua expostos a pistas quimicas da espécie
exotica e em verificar como a competicdo interespecifica com essa espécie exotica
pode afetar o uso de recursos pela espécie nativa. E importante, porém, controlar as
influéncias sexuais nos experimentos para evitar possiveis interferéncias nos

resultados.
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5.2 Experimento 2

Os resultados obtidos nos diferentes tratamentos experimentais avaliados nao
permitem afirmar o reconhecimento das pistas quimicas da espécie exatica invasora
pelas espécies nativas e a influéncia destas pistas quimicas no uso de sitios de
termorregulacéo. Diversos estudos apontam que a espécie exotica T. s. elegans em
condi¢cdes experimentais ou naturais compete com espécies nativas por sitios de
termorregulacéo, prejudicando o acesso a bons locais de assoalhamento (CADI;
JOLY, 2003; ROCHA, 2005, POLO-CAVIA et al., 2010). Essa competicdo pode até
afetar a eficacia da termorregulacdo e desta forma as funcdes fisioldgicas dos animais
nativos (POLO-CAVIA et al.,, 2010). A vantagem da espécie exotica pode estar
relacionada a ocupacdo antecipada dos melhores sitios de termorregulacdo e nao
necessariamente a comportamentos agressivos ou de deslocamento da espécie
nativa competidora (CADI; JOLY, 2003). Porém, quando pareados com individuos de
tamanho similar e com local de termorregulacdo limitado, os individuos de uma
espécie nativa (M. leprosa) passaram menos tempo em atividade de assoalhamento
guando em competicdo interespecifica com a espécie invasora do que quando em
competicao intraespecifica (POLO-CAVIA et al., 2010). Ainda, os animais nativos
podem evitar de compartilhar sitios de termorregulacdo limitados (através do
empilhamento de um animal sobre o0 outro), comportamento comum entre individuos
da mesma espécie, quando o competidor é da espécie exotica (POLO-CAVIA et al.,
2010). Este comportamento de evitar o contato com a espécie exdética pode estar
relacionado ao reconhecimento e aversao as pistas quimicas dessa espécie invasora
no ambiente.

A presenca de pistas quimicas da espécie invasora T. scripta nha agua fez com
gue uma espécie nativa da Europa (M. leprosa), em condicbes experimentais,
evitasse ocupar este ambiente (POLO-CAVIA et al., 2009). A associagao da pista
guimica de espécies invasoras com situacdes negativas, como respostas agressivas
ou a competicdo mal sucedida por recursos, pode levar espécies nativas a evitar as
pistas quimicas da espécie invasora (POLO-CAVIA et al.,, 2009). Entretanto, a
relacéo entre a presenca de pistas quimicas dessa espécie invasora e a selecdo de
sitios de termorregulagéo ainda néo é conhecida. Diferente do encontrado por Polo-
Cavia e colaboradores (2009) sobre a presenca de pistas quimicas da espécie

invasora e ocupacdo de ambientes aquaticos, nossos resultados mostram que nao
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houve diferenca no uso dos sitios de termorregulacdo em relacdo aos tratamentos
empregados (estruturas de madeira com pistas quimicas da espécie exotica, com
pistas quimicas das espécies nativas estudadas ou sem pistas quimicas).

Este resultado pode estar relacionado a falta de contato prévio entre as
espécies, uma vez que 0s espécimes estudados ndo compartihavam o mesmo
espaco com individuos da espécie exotica. Desta forma, a falta de experiéncias
prévias com a espécie exotica e, consequentemente, de reconhecimento das pistas
guimicas deixadas por ela pode ter levado a falta de diferenciacdo na escolha dos
sitios de termorregulacdo. Ndo ha registros de ocorréncia da tartaruga-de-orelha-
vermelha nas areas de distribuicdo das espécies nativas estudadas (GBIF, 2019).
Contudo, se a espécie invasora chegar a area de ocupacao das espécies nativas nao
€ possivel prever os impactos as espécies nativas que utilizam esse habitat, pois
apesar das espécies estudadas serem maiores e portanto terem vantagem
competitiva sobre a espécie exotica, outras espécies de cagados que ocupam esses
ambientes sdo menores (por exemplo, Kinosternon scorpioides, Linnaeus 1766) e
podem ser prejudicadas. Além disso, a espécie invasora e muitas espécies nativas
gue ocorrem na mesma area de distribuicdo das espécies estudadas apresentam os
mesmos habitos alimentares (onivoras) (FERRARA et al., 2017) e portanto podem
competir por recursos alimentares.

Em caso de substratos limitados para assoalhamento pode ocorrer competicao
agressiva por espaco entre tartarugas de agua doce (LINDEMAN, 1999; ROCHA,
2005). Nesta situacdo, o tamanho corporal € um importante fator na determinacéo do
resultado da interacdo agressiva entre cagados, com os individuos maiores levando
vantagem (LINDEMAN, 1999; ROCHA, 2005). A espécie invasora T. s. elegans teve
vantagem na ocupacdo de sitios de termorregulacdo quando em competicdo com
espécimes de tamanho similar porém de espécies que atingem um menor tamanho
corporal, como Mauremys leprosa (POLO-CAVIA et al.,, 2010) e Emys orbicularis
galloitalica (CADI; JOLY, 2003). Entretanto, o tamanho corporal das espécies nativas
estudadas é muito maior do que da espécie invasora (ver materiais e métodos), sendo
assim é possivel que mesmo que as espécies nativas reconhegcam as pistas quimicas
da espécie exotica, a presenca destas pistas quimicas nos sitios de termorregulacao
n&do impeca seu uso, pois ndo representa uma ameaca. E possivel ainda que a falta
da percepcdo ou resposta das espécies nativas as pistas quimicas da espécie
invasora nas estruturas de madeira seja decorrente de uma rapida perda ou
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substituicdo destas pistas ao entrarem em contato com a agua do tanque, com o ar
OU com 0S animais que se apoiavam sobre as estruturas.

O numero de individuos de uma espécie usando os sitios de termorregulacéo
ndo afetou o uso pela outra espécie. Essa falta de correlacdo na frequéncia de uso
dos locais de assoalhamento entre as espécies sugere que a competicdo
interespecifica ndo afetou o comportamento termorregulatério dos animais deste
estudo. Esse resultado difere do encontrado em outros trabalhos com tartarugas de
agua doce que mostram que a competicdo interespecifica em condigcbes
experimentais pode afetar o tempo e a qualidade de termorregulacdo das espécies
gue apresentam menor sucesso nas interagcdes competitivas (CADI; JOLY, 2003;
POLO-CAVIA et al.,, 2010). Porém, de acordo com Lindeman (1999) em uma
interagdo competitiva interespecifica por locais de assoalhamento o resultado
depende mais do tamanho do individuo do que da sua espécie. Além disso a area
oferecida pelas estruturas de madeira para o0 assoalhamento era relativamente
grande e comportava um nuamero razoavel de individuos termorregulando
simultaneamente (mais de 10 individuos, dependendo do tamanho). Alguns
individuos ainda, usavam a borda do tanque e a area seca do recinto para
assoalharem. Desta forma, o espaco para assoalhar pode néo ter sido um recurso
limitante, ndo causando assim competicdo excessiva entre os individuos das duas
espécies.

Os machos, independente da espécie e do tratamento, apresentaram maior
ocupacdo dos sitios de termorregulacdo. As duas espécies nativas testadas
apresentam dimorfismo sexual, com fémeas atingindo maiores tamanhos corporais
(FERRARA, et al., 2017). O tamanho do individuo € um importante fator no resultado
de competicao intra e interespecifica por locais de assoalhamento entre espécies de
cagados (LINDEMAN, 1999). Uma vez que as fémeas das espécies estudadas séo
maiores era esperado que elas tivessem vantagem na ocupacdo dos sitios de
termorregulacdo. Além disso, a duragdo do assoalhamento necessario para
termorregular é diretamente relacionado ao tamanho corporal em quelénios (AUTH,
1975) e fémeas maiores de tartarugas de agua doce precisam de mais tempo do que
machos e fémeas juvenis para regularem a temperatura corporal assoalhando
(BULTE; BLOUIN-DEMERS, 2010). Desta forma, diferente do que foi encontrado em
nossos resultados, era esperado que as fémeas ocupassem o0s sitios de
termorregulacdo com maior frequéncia do que os machos. Essa maior frequéncia do
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uso das estruturas de madeira como sitios de termorregulacéo pelos machos pode
estar relacionado a uma preferéncia a outros sitios de termorregulacao pelas fémeas,
como por exemplo a parte seca do recinto ou as bordas do tanque, j& que varios
individuos foram vistos assoalhando fora do tanque durante o experimento.

Este estudo € pioneiro em investigar o efeito de pistas quimicas na selecao de
sitios de termorregulacdo em quelbnios. No entanto, seus resultados devem ser
interpretados com cautela, pois néo foi possivel distinguir se as espécies P. expansa
e P. unifilis ndo sdo capazes de reconhecer as pistas quimicas da espécie exotica
invasora T. s. elegans ou se a presenca das pistas quimicas nos sitios de
termorregulacdo nédo interfere no uso destes recursos. Em ambos os casos, esse
resultado sugere que o comportamento de assoalhamento das espécies nativas nao
€ prejudicado pela influéncia indireta da espécie invasora no ambiente. Entretanto,
considerando a ampla dispersao da espécie invasora e 0 impacto negativo que ela
pode trazer a fauna nativa (CADI; JOLY, 2003, 2004; POLO-CAVIA et al., 2010), é
interessante continuar as investigacbes sobre possiveis futuros impactos dessa
espécie exodtica nas espécies amazbnicas, que sofrem forte pressdo antrOpica
(FERRARA et al., 2017) e podem ser ainda mais prejudicadas pela presenca de uma

espécie invasora.

6. CONCLUSAO

As hipoteses levantadas neste estudo foram parcialmente corroboradas, uma
vez que no experimento um, 0s animais testados demonstraram diferenciar as pistas
guimicas da sua propria espécie de pistas quimicas da espécie exotica T. s. elegans.
Entretanto, os resultados encontrados em ambos 0s experimentos ndo permitiram
chegar a conclusdes claras de como a presenca de pistas quimicas exoticas no
ambiente pode afetar o uso do ambiente, tanto aquatico como de termorregulacao,
pelas espécies nativas estudadas. Contudo, este estudo pode ser considerado um
ponto de partida para que mais investigacdes dessa natureza sejam feitas com
espécies de cagados nativas do Brasil. Ainda ha muito a ser explorado e descoberto
na area de comunicacdo quimica de quelénios e na relacédo de pistas quimicas com

a conservacao de espécies.
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Anexo A - Correlagfes entre as frequéncias relativas para as escolhas individuais por pistas
guimicas em trés condi¢cbes experimentais: Condicdo A: pista quimica de conspecificos
(nativa) x pista quimica exotica (exética); Condicdo B: controle x pista quimica exdtica
(exdtica); Condicdo C: controle x pista quimica de conspecificos (nativa). Diagramas de
dispersao e ajustes lineares na parte inferior; histogramas e densidades empiricas para as
frequéncias das escolhas na diagonal; coeficientes de correlacdo linear de Pearson (r) e
significancia na parte superior. Cédigos de significancia: *= P <0.05;* =P <0.01; e *** =
P <0.001
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