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Resumo

Nos identificamos percentuais de individuos que se distribuem no continuo hesitagao-
ousadia na tildpia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758). Avaliamos a reacao
de peixes isolados (100 peixes, 22.1 * 59 g) a um objeto-estimulo introduzido
subitamente no aquério. Dividimos a parede frontal do aquario em quatro regides iguais,
através de linhas externas verticais. Apds isolamento por 24 h nesse aquario, assim que
o peixe estava numa das duas extremidades, introduziamos subitamente o objeto-
estimulo (cilindro de PVC de 10 cm didmetro) na extremidade oposta (~ 30 cm do
peixe). Nos 5 min seguintes registrdvamos: a) tempo para sair da regido inicial; b)
tempo para chegar a regido do objeto-estimulo; e c) tempo em locomogdo.
Identificamos dois perfis extremos de resposta: permanéncia na regido inicial (peixes
hesitantes) e aproximacgdo do objeto-estimulo em até 40 s (peixes ousados). Este critério
resultou em 20% de individuos hesitantes, 29% de ousados e 51% de intermedidrios,
sendo os peixes ousados 0s mais ativos. Esses perfis ndo tiveram associagdo com 0 sexo
dos animais. Para testar a associa¢do dos perfis hesitante e ousado com a agressividade,
uma nova amostra de peixes foi avaliada (115 peixes) como descrito acima, porém 24h
horas depois um segundo teste foi realizado, mas com outro objeto-estimulo introduzido
no aquario. Os peixes considerados hesitantes ou ousados nos dois testes consecutivos
foram submetidos a andlise da agressividade. Esta foi avaliada através do teste do
espelho (20 peixes de cada perfil) e pareamento entre coespecificos (10 duplas de cada
perfil). Os peixes ousados foram mais agressivos que os hesitantes. Em um terceiro
estudo, esses peixes foram submetidos a estresse de confinamento por 30 min e o
estresse foi avaliado pela mudanga na frequéncia ventilatéria e coloragdo do olho.
Peixes ousados foram mais responsivos ao estresse. Concluimos que os perfis hesitante
e ousado ocorrem na tildpia-do-Nilo, podendo ser identificados pela reacdo a novidade e

estdo associados aos niveis de agressdo e responsividade ao estresse.

Palavras-chave: Personalidade, hesitante, ousado, Oreochromis niloticus,

agressividade, estresse



Abstract

We identified percentage of fish in the shy-bold continuum in the Nile tilapia,
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758). This was achieved from the reaction of
isolated fish (100 fish, 22.1 + 5.9 g) to a stimulus-object suddenly introduced into the
aquarium. The frontal glass of the test aquarium was divided in four regions of same
area by vertical lines outside the aquaria. After 24-h isolation in the test aquarium, when
the fish was in one of the extremities of the aquarium, the stimulus-object (10-cm
diameter PVC cylinder) was suddenly immersed into the aquarium in the opposite side
(~ 30 cm from the fish). We registered in the next 5 min: a) latency to the fish exit from
the initial area; b) time to reach the stimulus-object area; and c) time spent in
locomotion. We could identify two extreme responses: staying in the initial area (fish
considered shy) and approaching the stimulus-object in up to 40 s (bold fish). This
criterion resulted in 20% shy, 29% bold and 51% intermediate fish, with the bold fish
being more active. These profiles were not associated with fish sex. To test the
association of shy and bold fish with aggression, these fish were identified in other
sample (115 fish) as described above; 24 h later a second test was performed (but now
with another object introduced). Fish considered shy or bold in these two consecutive
testes were then tested for aggression. Aggression was evaluated by the mirror test (20
fish each profile) and also pairing with conspecific fish (10 pairs in each profile). Bold
fish were more aggressive than the shy fish. In a third study, these fish were subjected
to stress confinement for 30 min and stress evaluated in terms of changes in ventilation
rate and eye color. Bold fish were the most responsive to stress. In conclusion, shy and
bold profiles occur in the Nile tilapia, can be identified by reaction to a sudden stimulus

and are associated with levels of aggression and responsiveness to stress.

Palavras-chave: Personality, shy, bold, Cichlidae, Oreochromis niloticus,

aggressiveness, stress.
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Principios Eticos
Esta pesquisa estd de acordo com os principios éticos em pesquisa com animais

e foi aprovada pelo Comité de Etica na Experimentacio Animal do Instituto de

Biociéncias de Botucatu, Unesp, Brasil (Protocolo n°: 53/08 — CEEA)
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Introducao

Individuos de uma mesma espécie que sdo similares quanto a idade, tamanho e
sexo podem consistentemente diferir um do outro em seus comportamentos (Wilson et
al. 1994; Wilson 1998; Sih et al. 2004; Realé et al., 2007). Ha evidéncias que animais
de diversos taxons exibem comportamentos que sdo consistentes ao longo do tempo
e/ou situacdes e, desta maneira, podem apresentar certos padrdes de “temperamento” ou
“personalidade” (Réale et al., 2007, Budaev, 1997).

Uma das dimensdes consideradas em estudos da personalidade € o continuo
hesitacdo-ousadia (shy-bold continuum), que refere-se a propensdo para correr riscos,
especialmente em situagdes desconhecidas. Nesse contexto, os individuos podem ser
classificados como ousados (do inglés bold) ou hesitantes (do inglés shy). Individuos
hesitantes normalmente reagem a novidade reduzindo os niveis de atividade, retraindo-
se ou tornando-se mais vigilantes, enquanto individuos ousados comumente se
aproximam de novos objetos explorando-os, sendo mais ativos e se expondo mais ao
perigo. (Wilson et al., 1993; Brown et al., 2007). A posi¢do do individuo nesse continuo
tem consequéncias em seu sucesso adaptativo, influenciando na escolha de parceiros,
sucesso reprodutivo (Godin & Dugatkin, 1996), comportamento anti-predatério,
relagdes interespecificas (Webster et al., 2009), movimentagdo e uso do espaco (Fraser
et al., 2001), e também pode afetar a maneira como o animal reage a novas situagdes,
como evita predadores, como investe em reproducdo e interage socialmente (Realé et
al., 2000).

Varia¢gdes individuais no grau de ousadia t€m sido documentadas em uma
variedade de tdxons, incluindo peixes (Wilson et al., 1993, Coleman & Wilson, 1998),
aves (Verbeek et al., 1999, Azevedo & Young, 2006), mamiferos (Svartberg, 2002,
Svartberg & Forkman, 2002) e também alguns invertebrados, como aracnideos
(Johnson & Sih, 2007) e crustiaceos (Briffa er al., 2008). Em peixes, as diferencas de
personalidade entre individuos da mesma espécie ja foram descritas em Centrarquideos
(Lepomis gibbosus, Wilson et al. 1993; Coleman & Wilson, 1998), Poecilideos
(Poecilia reticulata, Budaev, 1997), Salmonideos (Onchorhynchus mykiss, Sneddon,
2003; Wilson & Stevens, 2005) e Gasterosteideos (Gasterosteus aculeatus, Webster et
al., 2009).

A sobrevivéncia de uma populacio depende, entre outras coisas, da

variabilidade de seus individuos. Diferencas individuais no comportamento (como
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hesitacdo ou ousadia) devem proporcionar meios pelos quais as populagdes podem se
diferenciar. Assim sendo, o entendimento da natureza do continuo hesitagdo-ousadia
em novos contextos comportamentais ¢ importante e integra critérios evoluciondrios e
ecoldgicos no estudo do comportamento (Wilson & Stevens, 2005).

A capacidade de ajuste individual, em um contexto ecoldgico, compreende a
habilidade de lidar com os desafios ambientais, e as estratégias individuais bem
sucedidas podem melhor ajustar o individuo ao meio em que vive. E bem possivel que
as diferencas individuais nos tragos de personalidade representem padrées do
comportamento adaptativo que surgiram por meio da selecdo natural em resposta a
diferentes condi¢des ambientais.

Assim, numa primeira etapa deste estudo, avaliamos uma técnica adequada
para identificacdo desses perfis no ciclideo tildpia-do-Nilo, Oreochromis niloticus,
(Linnaeus, 1758). Tendo em vista que as diferencas individuais na personalidade do
animal podem refletir na sua reagdo a novas situagdes, avaliamos se o comportamento
da tildpia frente a uma situagdo nova (ndo familiar) pode ser um sinalizador fidedigno
dos perfis hesitante e ousado. Assim, os termos “ousado” e “hesitante” se aproximam
mais do que realmente € visto e mensurado em tais experimentos (mede-se, geralmente,
0 tempo necessario para se aproximar de uma situacdo nova). Nao usamos as traducdes
convencionais “corajoso” e “timido”, pois ndo se baseiam nas varidveis operacionais
comumente registradas. Dessas quantificacdes, é valido inferir que os individuos que
demoram mais tempo para se aproximar do objeto novo foram, por algum motivo
(medo, ansiedade etc.), mais hesitantes para se aproximarem, e os que demoraram
menos, foram ousados (se aventuraram mais rapidamente a experimentar 0 Novo
estimulo). Uma vez identificados os perfis, avaliamos sua associacdo com niveis de
agressividade e resposta ao estresse, que sdo dois componentes importantes na
sobrevivéncia, bem como na organizag¢do social.

A agressividade foi escolhida pela sua intima possibilidade de relacdo com os
perfis investigados. Por exemplo, um peixe ousado se aproxima mais de novos
estimulos, revelando maior potencial de exploracio e menos restricdo a novidade
ambiental, o que pode influenciar seu potencial de Iuta. Além disso, grande
variabilidade no perfil agressivo € relatada em peixes (Francis, 1990; Alvarenga &
Volpato, 1995).

Em relagcdo ao estresse, sabe-se que hd grande variabilidade individual nessas

respostas (Alvarenga & Volpato, 1995; Pottinger, 1994). A validade dessa associa¢do
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(Hesitagdo-Ousadia vs responsividade ao estresse) € também reforcada pela
possibilidade de que individuos mais sensiveis a estimulos nocivos acumulem, ao longo
da vida, experiéncias negativas tornando-os mais hesitantes frente a situacdes
potencialmente perigosas (mudangas stbitas do ambiente, por exemplo). Sabe-se que as
experiéncias adquiridas na ontogenia do organismo influenciam a resposta ao estresse
(Schreck, 1981; Zayan, 1991) e padrdes de agressividade (Barki & Volpato, 1998). Na
medida em que os perfis de hesitacdo ou ousadia refletem experiéncias individuais, bem
como podem ser o reflexo dessas experiéncias, a possibilidade de associacdo entre esses

perfis e niveis de agressividade e de resposta a estressores € bastante plausivel.
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ESTUDO I - Identificacao de individuos hesitantes e ousados na tilapia-do-Nilo

Material e Métodos

Manutengdo dos Animais

Exemplares de tildpia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), foram
mantidos em biotério por cerca de um més antes da experimentacdo, onde
permaneceram em tanques de 1000 L (1 peixe/6 L), com aeracdo constante, temperatura
entre 24 e 26°C, pH entre 6,2 e 6,8, amonia < 0,04 ppm e fotoperiodo das 06:00 h as
18:00 h, sendo alimentados diariamente (5% da biomassa) com racdo extrusada para

peixes tropicais (36% PB).

ldentificacdo dos individuos hesitantes e ousados — Reag¢do a novidade

A estratégia bdsica consistiu em registrar a reacio dos peixes a um objeto ndo-
familiar (objeto estimulo) introduzido no aquério e, a partir dessas reacdes, definir um
critério de sele¢do de individuos hesitantes e ousados. Utilizamos 100 peixes que foram
isolados individualmente por 24 h em um aqudrio de vidro (40 cm comprimento x 20
cm de base e 25 cm de altura) com aeragdo constante, fotoperiodo das 06:00 as 18:00 h
e temperatura de 25 + 1 oC. Todos os aqudrios possuiam substrato de pedra de rio.
Inicidvamos a filmagem dos peixes e, entdo, introduziamos subitamente o objeto-
estimulo, um cilindro de PVC de 10 cm de didmetro (Fig. 1). As observacdes eram
mantidas por 5 min (tempo estimado a partir de estudos-piloto). Todas as observagdes

foram feitas no periodo da manha.
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Figura 1 — Esquema do aquario teste. Um cilindro de PVC (6 x 8 cm) é introduzido

verticalmente no aquario quando o peixe estd no espago limitado pela linha L1 (até 10 cm da

lateral esquerda do aqudrio - delimita a regido inicial); L2 (20 cm de L1); L3 (a 30 cm de

L1).

Em cada filmagem analisamos a aproximacido do peixe ao objeto-estimulo,

quantificando as seguintes varidveis: a) tempo para sair da regido inicial (ultrapassar a

linha L1 em dire¢do ao objeto-estimulo); b) tempo para ultrapassar L2 pela primeira

vez; c¢) tempo para ultrapassar L3; d) tempo despendido em locomocao (independente

da distancia) ao longo dos 5 min.

Logo apds, o peso e o comprimento-padrdo dos peixes foram mensurados e a

sexagem foi realizada pela inspecdo da papila genital corada com azul de metileno, que

evidencia a abertura do oviduto das fémeas (Mendonga & Golgalves-de-Freitas, 2008).

Os dados foram testados para normalidade por meio do teste de Shapiro-

Wilk’s sendo realizadas as andlises correspondentes, considerando-se o = 0,05.
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Resultados

Numa primeira andlise, separamos os individuos em funcdo do tempo que
levaram para ultrapassar as dreas delimitadas no aqudrio (L1, L2 e L3), o que
evidenciou dois extremos de resposta: permanecer na regido inicial e chegar na regidao
do objeto estimulo.

Os peixes que permaneceram apenas na regiao inicial, seja movimentando-se
verticalmente, parados ou exibindo comportamento de congelamento (freezing) ao
longo dos 5 min, foram considerados hesitantes. Para determinagdo dos peixes ousados,
avaliamos inicialmente o nimero de peixes que ultrapassava L3 em funcdo do tempo
limite estabelecido (5 min) (Fig. 2). O tempo para ultrapassar L3 variou de 5 a 295 s,
com maior nimero de peixes que ultrapassaram L3 no intervalo de 1 a 40 s. Assim,
adotamos esse tempo limite para selecio dos peixes ousados. Os peixes que nao
obedeceram a nenhum desses dois critérios foram considerados intermediarios. Com
base nesses critérios, mostramos na Fig. 3 a propor¢do de individuos hesitantes,
intermedidrios e ousados, reforcando os extremos representados pelos hesitantes e pelos
ousados.

Além disso, detectamos nos animais ousados correlacdo linear positiva entre o
tempo para ultrapassar as linhas demarcadoras das dreas (L1, L2 e L3 — Fig. 4), o que
indica que o movimento registrado ndo foi aleatério.

Os resultados obtidos foram também confrontados com um referencial que ndo
implica necessariamente a presenca de objeto novo, que foi a locomog¢do. Constatamos
um aumento progressivo no tempo despendido em locomogao a partir do perfil hesitante
até o perfil ousado (Fig. 5).

Os perfis hesitante e ousado selecionados nio tiveram relagdo com sexo e/ou
peso e comprimento dos animais (Tabela I). Ao longo do experimento, constatamos
uma alta ocorréncia (68%) do comportamento de constru¢do de ninhos (nest building)
no substrato do aquério. Notamos que tanto machos quanto fémeas construiram ninhos.
Porém, esses construtores de ninhos niao foram associados aos perfis de hesitante ou

ousado (Tabela II).
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Figura 2 - Variabilidade nos tempos de aproximacio ao objeto-estimulo. Propor¢ido de
peixes que permanecem na regido inicial e peixes que ultrapassam L3 em diferentes tempos
(chegando ao objeto). Desse perfil estabelecemos os animais hesitantes como aqueles que ndo
ultrapassaram L1 e ousados os que ultrapassaram L3 em menos de 40 s. (n =100)
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Figura 3- Variabilidade do deslocamento em direcao ao objeto-estimulo da tilapia-do-Nilo.
N3o ultrapassou L1 = porcentagem de peixes que ndo sairam da regido inicial durante 5 min;
L1: peixes que ultrapassaram apenas a primeira linha; L1+ L2: peixes que ultrapassaram apenas
as duas primeiras linhas; L1+ L2+L3: peixes que ultrapassaram as trés linhas. L3 (40s): peixes
que ultrapassaram a linha 3 em até 40s (n = 100).
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Figura 4 — Correlacoes dos tempos de deslocamento entre as areas do aquarios teste. L1 =
linha 1; L2 = linha 2; L3 = linha 3. (Correlag¢do de Pearson: (A) p < 0,001; (B) p < 0,001; (C) p
< 0,001).
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Figura 5 — Tempo em movimento (locomoc¢do). Letras diferentes indicam diferenca
estatistica (ANOVA, F= 60,20; p < 0,001).= 20 peixes hesitantes, 51 intermedidrios e 29
ousados.

Tabela I — Biometria dos individuos em funcio da personalidade. (média + desvio

padrio).
Sexo
Peso Comprimento
Perfil NI
@ (cm) * 4

Hesitante 22,6 +5,8 8,9+0,8 7 11 2
Intermediario 23,5+5,9 9,0+0,7 23 20 8
Ousado 23,2+6,3 9,0+0,8 17 11 1

Nao houve qualquer efeito do sexo e/ou da biometria no perfil comportamental dos peixes
(ANOVA, Peso: F = 0,03, p=0,97; comprimento: F= 0,13, p = 0,88). NI = sexo nio
identificado.

Tabela II — Nimero de peixes que construiram ninho em fun¢do do sexo e do perfil

hesitante e ousado na tildpia-do-Nilo.

Perfil Numero de peixes que construiram de Ninho
Fémeas Machos NI Total
Hesitante 6 9 1 16
Ousado 9 5 1 14

NI = sexo ndo identificado - Teste de Goodman (p > 0,05).
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ESTUDO II - Associacido entre os perfis hesitante e ousado e a agressividade na

tilapia-do-Nilo

Material e Métodos

Os peixes foram separados pelos perfis hesitante e ousado e mantidos em caixas
de 500 L por 2 meses, nas mesmas condi¢des de manutengdo descritas no estudo 1.
Ap6s esse periodo, testamos a agressividade dos individuos desses perfis pelo teste do
espelho e pelo pareamento entre coespecificos. No teste do espelho, cada animal foi
avaliado individualmente, enquanto que no pareamento, os pares foram compostos de
animais de mesmo perfil com o objetivo de intensificar os efeitos do perfil, caso
existissem. Como o sexo dos animais pode afetar a agressividade (Trainor et al., 2009)
este fator foi considerado na quantificacdo e anélise dos resultados no teste do espelho.
A partir desse resultados, vimos que ndo houve qualquer efeito do sexo nas respostas,

de forma que no teste do pareamento o sexo nio foi considerado.

Selecdo dos Animais

Inicialmente, separamos os animais nos perfis hesitante e ousado. Para tanto,
115 exemplares adultos de tildpia-do-Nilo foram submetidos a dois testes de introdugdo
de objeto novo, com intervalo de 24 h entre eles, como descrito no estudo anterior,
exceto que no segundo teste usamos um objeto diferente (estrutura pldstica amarela na
forma de paralelepipedo - 10 cm de comprimento x 5 cm de altura x 3cm de
profundidade). Em cada teste os peixes foram classificados como hesitantes,
intermedidrios ou ousados. Para este estudo, no entanto, consideramos hesitantes ou
ousados apenas os peixes que se enquadraram consistentetemente em um desses perfis

nos dois testes consecutivos.

Teste do espelho

A estratégia bdsica consistiu em mensurar a agressividade através do teste do

espelho (Francis, 1990; et al., 2005). Segundo Rowland (1999) os peixes nao

reconhecem sua prépria imagem no espelho e entdo o atacam como se fosse um intruso.
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Os animais foram testados isoladamente frente a prdpria imagem
refletida em espelho. O aqudrio teste era de vidro (20 x 10 x 15 cm) com um espelho
fixado do lado externo de uma das laterais. Um pedaco de papel opaco evitava a visao
do peixe no espelho. Esse papel era removido para dar inicio ao teste. ApOds
permanecerem 7 dias no aqudrio teste, para minimizar efeitos de hierarquia prévia, um
espelho era apresentado através de uma das laterais do aquario e a interagdo filmada por
10 min. Na andlise de videotape computamos a laténcia para o primeiro confronto, o
tempo despendido em confronto e as freqiiéncias dos tipos agonisticos. Foram testados
20 peixes de cada perfil.

Além da laténcia para o primeiro confronto e do tempo despendido em
confrontos, os seguintes tipos agonisticos foram quantificados (baseado em Alvarenga

& Volpato, 1995):

® Mordidas: o agressor morde partes do corpo do oponente.

® Ameaca lateral: apenas um dos peixes exibe movimento lateral alterno entre

cauda e cabega (item acima), proximo ao oponente.

e Confrontos totais: incluiu os dois tipos (mordidas e ameaca lateral)

Pareamento entre coespecificos

Ap6s o teste do espelho, os peixes permaneceram no préprio aquério e, cinco
horas apds (no periodo da tarde), foram pareados (dentro de um mesmo perfil) em
aqudrio neutro para registro dos confrontos durante 5 min. Em cada par, cuidamos para
incluir animais de diferentes tanques-estoque para evitar efeitos de reconhecimento
prévio (vide Giaquinto & Volpato, 1997). O uso de aqudrio neutro visou evitar efeito da
residéncia prévia (Chellappa et al., 1999). As interacdes foram filmadas para posterior
andlise em videotape. Foram testadas 10 duplas para cada perfil.

Além dos itens agonisticos descritos no teste do espelho, os seguintes itens
foram também quantificados (adaptados de Alvarenga & Volpato, 1995) e Giaquinto &
Volpato, 1997):
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e Confrontos laterais: os peixes permanecem proximos entre si, dispostos lado a
lado (mesmo sentido ou sentidos opostos), e batem a nadadeira caudal para
ambos os lados.

e Confronto bucal (mouth fight): ambos os peixes se aproximam frontalmente com
a boca aberta e mordem concomitantemente a boca do oponente, empurrando-o

para trés.

Andlise de dados
A normalidade dos dados foi testada por meio do teste de Shapiro-Wilk’s e a
homocedasticidade por meio do teste de Levene’s. Os respectivos testes estdo descritos

na apresentacdo dos resultados, considerando-se o = 0,05.
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Resultados

Dos 115 peixes, 24% preencheram os critério do perfil hesitantes, 19% de
ousado e 57% de intermedidrio. Ndo houve diferenca entre o peso e comprimento entre
peixes hesitantes (fémeas: 28 + 6,6 g ¢ 9,5 + 0,6 cm; machos: 31,4 + 11,6 ge 9,4 £ 1,0
cm) e ousados (fémeas: 30,5 + 7,6 g e 9,6 £ 0,9 cm; machos: 28,1 £8,2¢ge 9,5+ 1,0
cm) (ANOVA fatorial 2 x 2: Peso, F = 1,07, p = 0,30; Comprimento, F = 0,05, p =
0,82).

No teste do espelho, 3 de 10 fémeas e 1 de 10 machos hesitantes ndo se
confrontaram com a imagem refletida, enquanto que nos peixes ousados todas as fémeas
confrontaram e apenas 2 de 10 machos nio exibiram confrontos. Considerando apenas
0s animais que se confrontaram, os peixes ousados apresentaram uma menor laténcia
para emissdo do primeiro confronto (Fig. 6) e despenderam mais tempo em confronto
que os animais hesitantes (Fig. 7). Os confrontos totais foram mais freqiientes nos
animais ousados (Fig. 8), embora a andlise isolada dos itens agonisticos (mordidas e
ameacas laterais) nio revelou qualquer diferenga entre os perfis (Tabela III). Nenhuma
analise da agressividade frente ao espelho revelou qualquer associagdo com o sexo dos
animais (Figs. 6 a 8 e Tabela III).

No teste de pareamento com coespecifico, os peixes ousados também foram os
mais agressivos apresentando maior nimero de mordidas (Fig 9), confrontos totais
(Figl0) e despenderam mais tempo em confrontos (Figll) Porém, a laténcia para o
primeiro confronto foi igual entre os perfis (hesitantes = 77,8 + 68,7; ousados = 80,11 +
75,07; t = 0,07; p = 0,94), assim como os confrontos bucais e ameacas laterais (Tabela

V).
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Figura 6. Agressividade em funcio do perfil e sexo na tilapia do Nilo — Teste do espelho.
Dados médios (+ DP, n = 10 machos e 10 fémeas para cada perfil) computados durante 10 min
imediatamente apés apresentacdo do espelho ao animal. Ndo houve interacio entre sexo e perfil
(ANOVA, F=0,10; p=0,74). O sexo ndo afetou as respostas (ANOVA, F =0,016; p = 0,89). *
Indica diferenca entre os perfis (ANOVA, F = 3,44; p = 0,07; LSD, p = 0,03).
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Figura 7. Agressividade em funcio do perfil e sexo na tilapia do Nilo — Teste do espelho.
Dados médios (+ DP, n = 10 machos e 10 fémeas para cada perfil) computados durante 10 min
imediatamente ap6s apresentagdo do espelho ao animal. Ndo houve interacdo entre sexo e perfil
(ANOVA, F = 0,74; p = 0,39). O sexo nio afetou as respostas (ANOVA, F = 1,35; p = 0,25)
*Indica diferenca entre os perfis (ANOVA, F = 10,12 ; p=0,003; LSD, p = 0,002).
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Tabela III. Agressividade em funcdo do perfil e sexo da tildpia do Nilo - Avaliagdo por

teste de espelho.

Mordidas Ameacas laterais
Perfil
¢ 3 ¢ 3
Hesitantes 51 +57 25,7 £27 4+44 5+4,2
Ousados 73 £45 46,3 £ 45 6,3+6 7,6 £ 14

Valores expressos como média (+ DP) da frequéncia de confrontos.
Nido houve qualquer diferenga significativa no nimero de mordidas e ameacas laterais

deflagradas ao espelho (ANOVA, F = 0,24; p= 0,62 e F= 0,32; p = 0,57; respectivamente).
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Figura 8. Agressividade em funcio do perfil e sexo na tilapia do Nilo — Teste do espelho.
Dados médios (+ DP, n = 10 machos e 10 fémeas para cada perfil) computados durante 10 min
imediatamente ap6s apresentacdo do espelho ao animal. Ndo houve interacio entre sexo e perfil
(ANOVA, F = 1,0; p = 0,32). O sexo ndo afetou as respostas (ANOVA, F =2,75; p =0,10). *
Indica diferenca entre os perfis (ANOVA, LSD, p = 0,03).
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Figura 9. Agressividade em funcdo do perfil na tilapia do Nilo — Teste do pareamento
entre coespecificos. Dados médios (+ DP, n = 10 duplas de cada perfil) computados em 5 min
de pareamento. *Indica diferenca significativa entre os perfis (Teste t de Student, t = 2,36; p =
0,03)

Tabela IV. Agressividade em fun¢@o do perfil da tildpia do Nilo - Avalia¢do por teste

de pareamento entre coespecificos.

Perfil Confrontos Bucais Confrontos laterais
Hesitantes 0,6 +1,2 2,8+3,0
Ousados 2,44 +34 3,22 + 2,64

Valores expressos como média (+ DP) da frequéncia de confrontos.
Nido houve qualquer diferenga significativa no nimero de confrontos totais e
ameacas laterais entre os perfis (Teste de Student, t = 0, 31; p= 0,76 e Mann-

Whitney, U’= 32,0; p = 0,3; respectivamente).
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Figura 10 . Agressividade em funcdo do perfil na tilapia do Nilo — Teste do pareamento
entre coespecificos. Dados médios (+ dp, n = 10 duplas de cada perfil) computados em 5 min
de pareamento. *Indica diferenca significativa entre os perfis (Teste t de Student, t = 2,3; p =
0,33).
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Figura 11 . Agressividade em funcio do perfil na tilapia do Nilo — Teste do pareamento
entre coespecificos. Dados médios (+ dp, n = 10 duplas de cada perfil) computados em 5 min
de pareamento. *Indica diferenca significativa entre os perfis (Teste t de Student, t = 2,7; p =
0,014).
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Estudo 3: Associacio entre os perfis hesitante e ousado e a resposta de estresse na

tilapia-do-Nilo

Material e Métodos

Os procedimentos gerais de manutengdo dos animais foram os mesmos
descritos no primeiro estudo. Aqui, utilizamos os mesmos individuos avaliados no
experimento anterior (agressividade), cerca de um més depois. A estratégia basica
consistiu em submeter os peixes a estressor de confinamento e avaliar se a resposta de
estresse difere entre os animais hesitantes e ousados. Para tanto, usamos como
indicadores de estresse a freqii€éncia ventilatéria (FV) e a coloracdo do olho dos peixes,
que foram medidos numa condi¢do pré-estressor (5 min antes do inicio do estressor) e
no ultimo minuto do periodo de 30 min de estressor de confinamento.

Os peixes foram mantidos em grupos separados pelo perfil e foram
isolados no aquério teste (40 x 20 x 25 cm, 18 L de 4gua) durante 7 dias para minimizar
efeitos da hierarquia prévia. No oitavo dia foram testados quanto ao estresse. O
confinamento foi imposto conduzindo o peixe a uma das laterais do aquario com o
auxilio de uma placa opaca de acrilico, com dimensdes menores que a menor lateral do
aqudrio, mantendo-o restrito a um espago de aproximadamente 5% do volume total de
agua (adaptado de Volpato & Barreto, 2001).

A Frequéncia ventilatéria (FV) foi mensurada por meio da contagem do tempo
necessdrio para 20 batimentos operculares sucessivos, o que permitiu o célculo da
frequéncia de ventilag@o branquial por minuto (segundo Alvarenga & Volpato, 1995).

A coloracao do olho foi registrada segundo descrito em Volpato et al. (2003).
De acordo com essa técnica, desenhamos o olho do peixe num papel, dividindo-o em 8
dreas iguais a partir do tracado de 4 didmetros equidistantes. Essas dreas eram
preenchidas segundo o que se observava no olho do peixe e, posteriormente,
transformadas em porcentagem.

Os dados da FV e da coloracdo do olho apresentaram distribui¢do normal pelos
testes de Kurtosis e Skewness e foram avaliados com estatistica paramétrica, conforme

apresentado nos resultados, considerando-se o valor critico ao nivel de 5%.
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Resultados

Na andlise estatistica para a FV, ndo houve efeito de interacdo entre perfil,
momento em relacdo ao estresse e sexo dos animais (ANOVA, medidas repetidas, F =
3,52; p = 0,069). Porém, houve associacdo significativa entre momento no estresse e
perfil (F =4,19; p = 0,049). Apesar disso, o teste complementar (LSD) detectou apenas
diferenca do momento em relacdo ao estressor (hesitantes, p = 0,001; ousados, p =
0,00000), sem efeito dos perfis (pré, p = 0,45; estresse, p = 0,44). Esses dados estdao
apresentados na Figura 2A. Em fung¢do disso, avaliamos a variacdo da FV entre os
momentos pré e estresse para os dois perfis e detectamos que os animais ousados
tiveram um maior aumento dessa frequéncia em relacdo aos hesitantes (Fig. 2B).

O segundo indicador de estresse usado foi o escurecimento do olho dos
animais. Observamos que, embora os valores médios na condicdo pré e na condigdo
estresse ndo tenha diferido entre os perfis e sexo considerados, apenas os machos
hesitantes ndo aumentaram significativamente o escurecimento do olho na condigdo de

estresse (Fig. 3).
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Figura 12 - Efeito dos perfils histante e ousado na atividade ventilatéria da tilapia do Nilo.
Dados médios (+ DP) de 17 animais hesitante e 19 ousados. *Indica que a atividade ventilatéria
foi maior no estresse, independente do perfil do peixe (ANOVA medidas repetidas, F = 42,1; p
< 0,0001). **Indica diferenca significativa (Teste t de Student, t = 2,5; p = 0,018). Dentre os
ousados, encontramos 2 peixes outliers (2,2 ¢ 2,6 bat/ min) para valores de variagdo da
frequéncia ventilatdria, cujos dados foram substituidos pelo valor da média do grupo.
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Figura 13: Efeito do estresse de confinamento no padrao de coloraciao do olho na tilapia-
do-Nilo. Valores médios (+DP) de 10 peixes em cada caso, mas 9 para as fémeas do perfil
ousado. Todas as médias foram iguais entre si na condi¢@o pré-estresse e na condicio estresse
(ANOVA, p > 0,05). *Indica diferenga significativa na comparagdo pré-estresse e estresse
(ANOVA, medidas repetidas: fémeas hesitantes, p = 0,000006; machos hesitantes: 0,03; fémeas
ousadas, p = 0,001; e machos ousados, p = 0,001.
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Discussao

Neste estudo estabelecemos uma metodologia simples para separacdo de peixe
dentro do continuo hesitagdo-ousadia, baseando-se na aproximacdo do animal a um
objeto novo introduzido no aqudrio. Dessa separacdo, estabelecemos associacdes entre
esses dois perfis com niveis de agressividade e resposta ao estresse, o que confirmou a

validade dos perfis selecionados.

Técnica de identificacdo de peixes hesitantes ou ousados

O uso da reagdo do peixe a um objeto novo introduzido subitamente no aquario
permitiu inferéncias adequadas desses perfis. Frente a um objeto novo, a tendéncia dos
individuos pode ser a exploragdo desse novo estimulo. Porém, este também pode
representar uma fonte de perigo. Nesse sentido, aqueles animais que se aproximam
rapidamente dessa fonte foram ousados, considerando a potencialidade de risco. Da
mesma forma, os que nio se aproximaram, hesitaram, admitindo-se que a motivagdo
para inspe¢do do novo objeto poderia existir. Além disso, devemos considerar que,
embora influéncias relacionadas ao medo estejam presentes nesta condi¢do, ele ndo é o
Unico fator, pois a motivagcdo de curiosidade, a agressdo pela invasdo ou perturbagcdo
territorial ou niveis de ansiedade podem estar presentes. Nesse sentido, as
denominag¢des de hesitante e ousado empregadas neste estudo parecem minimizar essas
questoes.

Dentro da abordagem tedrica acima, no estudo 1, ap6s a introducio do objeto-
estimulo (novidade) no aqudrio, a parcela de animais que permaneceu parada nos 5 min
de observacdo (20%) claramente evitou o novo estimulo (condicdo de hesitacdo). Os
que rapidamente se aproximaram desse desafio ambiental, foram ousados (29%) em
relacdo aos hesitantes. Ou seja, esses perfis representam aproximadamente os quartos
extremos no perfil hesitacdo-ousadia. Além disso, nos animais ousados, as correlacoes
positivas entre tempo para ultrapassar a marca L1 e o tempo para ultrapassar as outras
marcas revelam que quando estes saiam da regido de inicio tendiam a se dirigir ao local
do estimulo novo e ndo apenas faziam movimentos aleatérios. Do contrario, atingir o
objeto novo poderia ser uma consequéncia casual do comportamento exploratério do
aqudrio. Mas devemos lembrar que esses animais ja estavam habituados por 24 h nesse

ambiente e, mais ainda, encontravam-se parados numa extremidade no inicio dos testes,
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de forma que a hipdtese de que o encontro com o objeto foi casual, decorrente da
exploragdo do aqudrio, é pouco provavel. Com isso, parece claro que o perfil de ousadia
detectado refere-se mesmo ao comportamento de inspecdo de um objeto recém
introduzido no ambiente. Semelhantemente, Wilson et al. (1993) postularam que peixes
hesitantes costumam reagir a novidade ou ameaca ficando parados ou vigilantes,
enquanto os ousados se aproximam rapidamente do estimulo novo, explorando-o.

A andlise da atividade de natagdo também reforca a validade do critério que
adotamos, pois os peixes hesitantes se movimentaram menos que os intermediarios e
estes menos que os ousados (Fig. 4). De fato, alguns estudos t€m mostrado que peixes
hesitantes nadam menos que os ousados (Sneddon, 2003, Brown et al., 2007). Apesar
desse critério, pela abordagem tedrica que apresentamos, a andlise baseada na reacdo do
peixe frente a introducao sibita de objeto no aquario € preferivel. O simples aumento da
locomocdo pode expressar uma série de estados motivacionais, comparativamente a
situacdo de exploracdo de objeto novo. Por exemplo, em peixes a locomogdo varia
diretamente proporcional ao nivel de ansiedade, cuja andlise € facilitada pela existéncia
de substancias ansioliticas ou ansiogénicas (Carpenter et al., 2007, Lopez-Patifio et
al.,2007)

Um comportamento interessante que observamos foi que a maioria dos peixes,
mesmo em isolamento, construiu ninho (68%). A constru¢do de ninhos na tildpia-do-
Nilo era tida como comportamento exclusivo dos machos e com fungdo de atracdo de
fémeas (Lowe-McConnel, 1958). Mais recentemente, esse comportamento foi também
atribuido em fémeas (Golgalves-de-Freitas & Nishida, 1998; Castro et al., 2009), como
também verificado aqui. No entanto, a exibi¢do do comportamento de construcido de
ninhos néo foi associado a nenhum dos perfis aqui investigados, hesitante ou ousado
(Tabela II). A mesma auséncia de associagdo ocorreu em relagdo ao sexo dos animais.
Todavia, @verli et al. (2005) mostraram que em trutas arco-iris, Oncorhynchus mykiss,
as fémeas reagem a novidade de forma diferente dos machos. Esses autores encontraram
que uma semana depois de transportadas para um novo ambiente, em isolamento social,
as fémeas voltam a se alimentar mais rapidamente que os machos; porém quando as
trutas sdo submetidas ao estresse de confinamento, as fémeas exibem mais rdpido que
os machos um comportamento similar a um estado de panico, caracterizado por
movimentos agitados no fundo do tanque. Embora o estudo de @verli et al. (2005)
ocorra numa condi¢do muito mais complexa de novidade, a diferenca sugere que

machos e fémeas podem ter diferentes perfis psicolégicos/personalidade.
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Em se tratando de preferéncia por parceiro, Godin & Dugatkin (1996) relatam
que fémeas de guppy (Poecilia reticulata) preferem machos ousados (“bold”),
sugerindo que eles podem ser mais vidveis e podem oferecer mais beneficio na
producdo de descendentes. Porém, qual seria a vantagem adaptativa que garante a
existéncia do perfil hesitante? Uma explicacdo plausivel € que esse perfil resguarda os
individuos de riscos potenciais (Wilson & Stevens, 2005), conferindo aumento na taxa
sobrevivéncia.

Uma vez identificados os perfis de hesitante e ousado, no passo seguinte
buscamos correlatos comportamentais (agressividade) e fisiolégicos (estresse)
associados a eles, o que refor¢a ainda mais a validade bioldgica desses perfis. Assim, no
estudo 2 investigamos a associagdo entre os perfis hesitante e ousado e a agressividade,
que foi avaliada tanto pelo teste do espelho quanto pelo pareamento. Nos dois testes
nossos resultados mostraram que a agressividade estd associada a personalidade da
tilapia-do-Nilo, sendo os peixes ousados mais agressivos que os hesitantes.

Corroborando os dados do primeiro estudo, onde ndo houve associa¢do do
perfil com o sexo dos animais, aqui também ndo houve participagdo do sexo dos
animais na expressdo da agressividade e perfil. A agressividade mais acentuada dos
machos € frequentemente atribuida aos niveis de testosterona (Trainor et al., 2009;
Kuepper et al., 2010). Porém, quando analisamos conjuntamente com os perfis hesitante
e ousado, tal associacdo na o ocorreu. Embora ndo consigamos explicar porque os
machos, mesmo sendo adultos, ndo expressaram maior agressividade, a nio influéncia
do sexo dos peixes nos dados associados aos perfis refor¢a o que obtivemos no primeiro
estudo.

O teste do espelho tem sido utilizado em alguns estudos, pois pode eliciar
respostas agressivas em peixes (Francis, 1990; Budaev, et al., 1999; Oliveira et. al.,
2005). Nesse teste os peixes ousados iniciaram confrontos mais rapidamente que os
animais hesitantes, reforcando que apresentam uma menor restri¢do a possiveis perigos,
visto que partem mais rapidamente para a luta. Apresentaram também maior emissao de
comportamentos agressivos (mordidas e ameacas laterais) e maior tempo em confronto
com o espelho.

O fato dos peixes ousados serem os mais agressivos pode ser entendido como
uma caracteristica adaptativa que dé a esses animais melhores condi¢des de enfrentarem

situagdes novas (decorrente do componente de ousadia). Ao se exporem mais, t€m mais
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chances de serem predados (Godin & Clark, 1997), de forma que a associag¢do entre a
ousadia e a agressdo seja mantida na populacao.

Ja animais hesitantes tendem a evitar situacdes de risco ficando em
regides mais abrigadas e movimentando-se pouco (Sneedon, 2003), o que diminui sua
exposi¢do a situagdes de risco. No teste do espelho, demoram mais para iniciar as lutas,
confrontam-se menos e por menos tempo. Em Cichlasoma (Archocentrus)
nigrofasciatum, os individuos que hesitaram a entrar em uma nova 4rea foram também
aqueles que hesitaram em se aproximar do espelho (Budaev er al., 1999). Outros
estudos também mostram que o perfil hesitante correlaciona-se negativamente com
niveis de agressividade (Tulley & Huntingford 1988; Budaev 1997).

Mesmo a mudanga do contexto de avaliagdo da agressividade ndo alterou sua
relacdo com o perfil hesitante ou ousado. No teste do pareamento entre coespecificos,
situacdo que envolve contexto social, os peixes ousados brigaram mais que os
hesitantes, embora sem diferenca em relacdo a laténcia para iniciar os confrontos. A
diferenca no tipo agonistico investigado, ou mesmo na resposta da laténcia entre os
testes do espelho e do pareamento, nao reflete diferenca de agressividade, mas apenas
de contexto.

No terceiro estudo, ndés avaliamos a resposta de peixes dos dois perfis
(hesitante e ousado) a estressor de confinamento. A avaliagdo da resposta de estresse foi
feita por medidas da frequéncia de ventilacdo (FV) e grau de escurecimento do olho dos
peixes.

A FV tem sido mostrada como um bom indicador nio invasivo de estados de
estresse em peixes, inclusive quando contrastado com a resposta de cortisol plasmatico,
embora devamos ser cautelosos nessa interpretacdo, pois estimulos puramente
alertantes, de curta duracdo, elevam a FV (Barreto & Volpato, 2004), sem refletir,
necessariamente, o estado de estresse. Entretanto, no presente estudo, usamos estressor
de confinamento com durag@o de 30 min, o que foge da situagdo puramente de alerta e
adentra no quadro de estresse, como também verificado por Barreto & Volpato (2004).
Em peixes, outros estudos também t€m usado a FV como indicador de estresse, como
Alvarenga & Volpato (1995), Sager et al. (2000).

A FV pré-estresse foi similar entre os perfis hesitante e ousado (94,6 e 89,7
bat/min, respectivamente) e também a resultados reportados em outros estudos com
peixes: 76 — 81 bat/min (Volpato, et al., 1989) e 96 — 109 bat/ min (Barreto & Volpato,

2004). Além disso, o estresse de confinamento aumentou a FV (Fig. 12A), o que é uma
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resposta esperada (Barreto & Volpato, 2004, 2006) e confirma a adequagdo
metodoldgica deste estudo.

A variagdo na colorag@o do olho é também outra forma indireta e ndo-invasiva
de se avaliar o estresse em peixes (Volpato et al., 2003; Endo et al., 2002; Vera Cruz &
Brow, 2007). De fato, em estado de estresse, hd liberacdo de MSH (Wendelaar Bonga,
1997; Barton, 2002), o que interfere nos pigmentos escuros (no caso, a melanina) dentro
das células epidermais, tornando a pele mais escura. Dentre as regides afetadas, estd a
esclera que possui esses pigmentos.

Embora peixes de ambos os perfis tenham elevado a FV, o que mostra que
estavam estressados, a amplitude de variagdo dessa atividade foi maior nos peixes
ousados (Fig. 12B), o que significa que sdo mais sensiveis ao confinamento. Da mesma
forma, a avaliacdo do estresse por meio da variacdo no grau de escurecimento do olho
confirma que os peixes ousados sdo mais sensiveis ao estressor (Fig. 13). Apesar dessa
reposta ser consistente a partir dos nossos dados, Ruiz-Gomes et al. (2008) mostram que
trutas LR (low responders to stress), que respondem a estressor com menor elevacdo de
cortisol plasmdtico, sdo peixes que apds transporte a ambiente novo se alimentaram
mais rapidamente que os peixes HR (high responders to stress). Considerando que a
alimentacdo mais rdpida a ambiente novo € perfil esperado em peixes ousados, entdo
este perfil de ousadia estd associado a uma menor sensibilidade ao estressor, ao
contrario do que vimos em nosso estudo. Isto, no entanto, requer mais investigacoes
para se esclarecer se trata-se de diferencas entre espécies ou questdes metodoldgicas.

Parece haver uma associacdo entre a personalidade do animal e seu perfil
agressivo, que pode ser predeterminado geneticamente ou ser uma estratégia adotada
que aumente as chances de sobrevivéncia do individuo. A Teoria dos jogos prediz
individuos que adotam diferentes estratégias competitivas (gavido ou pomba) podem
obter igual fitness. Assim, € possivel que tanto os perfis ousado quanto hesitante
representem diferentes estratégias adaptativas numa populagdo, o que explicaria a
existéncia clara desses perfis num grupo.

Wilson (1998) desenvolveu um modelo conceitual para explicar por que os
individuos podem divergir comportamentalmente. Dado um ambiente heterogéneo em
que animais com o mesmo padrdo comportamental sdo sequencialmente introduzidos,
os individuos iniciais deverdo habitar as regides mais seguras e se alimentar de maneira
mais segura, e quando o espaco nessas regides diminui eles passam a se alimentar em

regides de maiores riscos. Tal relacio em que o individuo se coloca (perigo e
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alimentacdo) deve seguir a teoria da distribuicdo livre ideal: menos peixes em dreas de
risco e de recursos escassos, mais peixes em dreas seguras e de recursos abundantes, que
leva os animais a escolhas facultativas especializadas, direcionando o surgimento de
individuos hesitantes ou ousados (Wilson et al., 1994; Ward et al., 2004).

Como todos os animais, os individuos devem ter um equilibrio entre
comportamentos que envolvam correr riscos (como se alimentar em areas arriscadas) e
aversao ao risco (como vigilancia e formacao de cardume). Quando um animal percebe
que estd em iminente risco de predacdo, espera-se que ele adote comportamentos que
evitem tal situacdo, tal como cessar alimentagcdo nessas dreas € manter um alto nivel de
vigilancia. Ao fazé-lo, o individuo paga os custos de oportunidade de alimentacdo, mas
tem o beneficio de manter uma maior taxa de sobrevivéncia (Ward et al., 2004). H4 um
equilibrio entre os custos e beneficios do perfil apresentando: animais mais ousados
apresentam um maior beneficio em recursos alimentares e/ou parceiros sexuais, mas sao
mais suscetiveis a predacdo, enquanto os mais hesitantes obt€m menos recursos, mas
apresentam um menor risco de serem predados (Wilson & Stevens, 2005; Bremner-
Harrison et al. 2004).

Diante do exposto, caso os perfis hesitante e ousado tenham componente
genético em sua determinacdo, a identificacdo desses individuos nas populacdes
propicia a selec@o dessas caracteristicas para exploragdo comercial na piscicultura, bem
como pode ampliar o conhecimento sobre seus reflexos na populacdo natural. Além
disso, trazem ao ramo das pesquisas mais uma varidvel a ser considerada nos perfis de

interferéncia experimental.
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