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Resumo

Na selecdo sexual, a escolha de parceiros é baseada nas caracteristicas
exibidas pelos individuos, como exibi¢ées de corte, tamanho do corpo, coloragéao,
ornamentos nupciais, qualidade de territério e feromdnios. Em espécies das quais
a fémea € o0 sexo que possui maior gasto energético no cuidado da prole, é ela
quem escolhe o parceiro. Tais fémeas preferem acasalar com machos que
possuem um display sexual chamativo, pois sdo mais saudaveis e mais
resistentes a parasitas. Machos com algum tipo de doenga, como por exemplo
bacteriana, exibem caracteristicas ndo atrativas visualmente, como hemorragias
ao longo do corpo, despigmentagédo e necroses na pele. Apesar da visdo ser um
uma importante via de transferéncia de informagcdo para a escolha, a
comunicagao quimica também ¢é utilizada amplamente para aquisicdo de
informacdes relacionadas ao possivel parceiro. Assim, testamos se fémeas sao
capazes de perceber, por meio de pistas quimicas, a presenga de patégenos em
machos. Para isso, transferimos agua de dois aquarios contendo peixes machos
isolados para um aquario de escolha, contendo uma fémea. Anteriormente aos
experimentos, um dos machos foi inoculado com o patégeno e o macho controle
com solucéo salina (veiculo). A maioria fémeas (81,25%) visitou inicialmente e em
menor tempo (p=0,007) o compartimento com o odor de machos saudaveis.
Entretanto ndo houve diferenca no tempo de permanéncia total entre os
compartimentos (p=0,9348). Concluimos que ha indicios que ha percepgao inicial,

mas ela ndo é consistente durante a escolha.

Palavras-chave: Sinais quimicos, infeccéo, escolha de parceiros.
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Abstract

In sexual selection, mate choice is based on the characteristics exhibited by
individuals such as courtship displays, body size, coloration, bridal ornaments,
quality territory and pheromones. In species in which the female is the sex that has
higher energy expenditure in offspring care, it chooses the partner. Studies show
that females prefer to mate with males that have a showy sexual display because
they are healthier and more resistant to parasites. Males with some kind of
disease exhibit unattractive display such as bleeding throughout the body,
depigmentation and skin necrosis. Despite the vision to be an important means of
information transfer for choice, chemical communication is also widely used to
acquire information related to fitness and status of potential partners. This study
tested whether females are able to perceive, through chemical cues, the presence
of pathogens in males, choosing free pathogens mates. Thus, we transfer water
from two aquariums containing isolated male fish to an aquarium of choice,
containing a female. Prior to the experiments, one of males were inoculated with
bacterium and the control male with saline solution (vehicle). Most females
(81.25%) visited faster (p=0.007) the compartment with the odor of healthy males.
However there was no difference in the time of total stay between compartments
(p = 0.9348). We conclude that there is evidence that there are initial perception,

but it does not hold for the choice.

Key-words: Chemical signals, infection, mate choice.
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Introducgao

Na selecdo sexual, segundo Darwin (1896), machos e fémeas escolhem
seus parceiros com base em caracteristicas associadas ao aumento do “fitness”
individual. Barbosa & Magurran (2006) explicam que as caracteristicas
associadas ao aumento do numero de prole ou ao aumento das chances de
sobrevivéncia da prole, aumentam o sucesso reprodutivo da espécie.

A contribuicdo genética de machos e fémeas ocorre de forma igualitaria
para sua prole, de acordo com a lei fundamental da genética (Alberts et al.,2009).
Entretanto, o gasto energético da fémea no investimento parental € bem maior
que o do macho, sendo assim, € a fémea quem escolhe seu parceiro, ja
modulando o “fitness” da sua prole (Trivers, 1974). A escolha da fémea pode ser
muito influenciada pelas caracteristicas sexuais apresentadas pelos machos
(Noonan, 1983). Tais caracteristicas podem incluir as exibicbes de corte,
coloragao, tamanho do corpo, ornamentos nupciais, qualidade de territério e até
mesmo feromoénios (Asensio et al., 2008).

Diversas espécies de peixes usam o odor para discriminar individuos
coespecificos e heteroespecificos e até para se comunicarem entre si (McKinnon
& Liley, 1987; Strecker & Kodric-Brown, 1999). Karlson & Luscher (1959)
nomearam como “feroménios” tais agentes de comunicagao, definindo-os como
substancias que sao secretadas por um individuo e recebidas por um outro
individuo da mesma espécie, resultando em uma reacido especifica, como um
determinado comportamento. A maioria dos “sistemas de feromdnios” foram
estudados em insetos, entretanto, também ha implicagcbes em varios aspectos do
comportamento de peixes, incluindo formag¢ao de territério, de cardumes,
pareamento e reproducéo (Solomon, 1977).

Em varias espécies de peixes 0s sinais quimicos sdo importantes apenas
nos primeiros dias de vida (Giaquinto & Volpato, 1997). Foi relatado por Solomon
(1977) que em algumas espécies de ciclideos, os pais reconhecem sua prole
apenas nos trés primeiros dias de vida através de sinais quimicos. A comunicagao
quimica é uma via importante para a reprodugdo em ciclideos (Stacey, 2003) e
em muitas outras espécies de animais ha uma dependéncia desses sinais para

atrair parceiros (Agosta, 1992). Em tilapia-do-Nilo, a comunicacdo quimica
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permite que a fémea reconheca o estado nutricional do macho, escolhendo como
parceiro reprodutivo os melhores nutridos (Giaquinto, 2010). Tais estudos
mostram a grande capacidade de distingdo por meio de comunicagao quimica.

Os sinais quimicos emitidos por machos podem ainda advertir sobre a
qualidade genética dos possiveis parceiros (Coblentz, 1976). Kavaliers et al.
(2003) mostra que fémeas de camundongos sao capazes de reconhecer, através
do odor da urina, a presenca de parasitas em machos da mesma espécie e isso
afeta a escolha de parceiros, selecionando preferencialmente machos sem
patogenos.

Segundo Charnov (2001), a presenga de doengas causadas por parasitas
ou patogenos nos peixes tem um efeito direto na fecundidade, fertilidade,
crescimento e mortalidade dos mesmos. Isso poderia alterar o odor de machos
com fémeas escolhendo individuos saudaveis. Além disso, em peixes, a doenca
bacteriana é transmitida horizontalmente a partir das excretas ou lesdes da pele
(Aoki, 1999) e isso poderia afetar na escolha de parceiros através de pistas
quimicas. Portanto, neste estudo testamos se a fémea de tilapia-do-Nilo consegue
perceber, através de pistas quimicas, a presenca de patdgenos em machos,
evitando-os ou escolhendo preferencialmente machos saudaveis. Segundo Penn
& Potts (1998) as fémeas que evitariam machos infectados, reduziriam as
chances de contrair doengas, obter maior investimento parental e ainda aumentar
a resisténcia da sua prole a patdégenos.

Para testar se a fémea é capaz de tal percepcgao, utilizamos a tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus), que € a espécie de ciclideo mais cultivada no Brasil,
cujos machos que estabelecem territorios, constroem ninhos e cortejam as
fémeas possuem maiores chances de escolha pelas mesmas (Gongalves-de-
Freitas & Nishida, 1998). Além disso, a tilapia-do-Nilo € uma espécie que nao
possui dimorfismo sexual entre machos e fémeas e, para a escolha de parceiros,
o sinal quimico poderia ter maior importancia quando comparado ao sinal visual.
O patdgeno utilizado foi a bactéria Aeromonas hydrophila, da qual tal género € um
dos principais agentes com potencial patogénico que causam perdas
consideraveis em pisciculturas (Lee et al., 1997). E causadora da septicemia

hemorragica bacteriana e os sinais clinicos podem variar de pequenas lesdes ao
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longo do corpo a ulceras internas ou externas com exposigdo da musculatura e

alteracbes no comportamento (Aoki, 1999).

Material e Métodos

1 - Animais e condicao de estoque

Adultos de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, provenientes de
piscicultura, permaneceram em tanques de 500 L; 6 peixes/L antes dos
procedimentos experimentais. Mantemos machos e fémeas em tanques
separados, com aeragao continua, biofiltros, tubos de PVC usados como tocas
pelos animais, temperatura (28-30° C) e o fotoperiodo (12C:12E) constantes e
niveis de nitrito e amoénia mantidos abaixo de 0,05 mg/L e 0,5 mg/L,
respectivamente, para manutencao da qualidade da agua. Alimentamos os peixes

uma vez ao dia (3% de biomassa) com ragao extrusada para peixes tropicais.
2 - Etica

O protocolo para experimentos com uso de animais n° 712 foi aprovado
com finalidade de pesquisa pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA),

do Instituto de Biociéncias da Unesp de Botucatu.

3 - Delineamento experimental

A estratégia para testar se ha percepcéo da presencga de patdgeno através
da escolha quimica consistiu em transferir agua de dois aquarios contendo peixes
machos isolados para um aquario de escolha, contendo uma fémea. Para isso,
isolamos 32 machos (26,1 + 5,5 g; 10,1 + 2,3 cm) e 16 fémeas (26,1 £4 g; 9,7
0,6 cm) (xdp) em aquarios individuais (40 x 20 x 25 cm). Apdés 24 h de
aclimatagéo injetamos, intraperitonealmente, em metade dos machos,
concentragbes bacterianas vivas e, na outra metade, a solugdo salina,
retornando-os, em seguida, em seus respectivos aquarios. Dispusemos machos
infectados com A. hydrophila e ndo infectados de forma aleatéria para evitar que
houvesse resultados tendenciosos de preferéncia pelo lado direito ou esquerdo
pela fémea. Apds 72 h transferimos as fémeas para os aquarios de escolha em

que realizamos os testes de escolha.

12
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3.1 - Procedimentos especificos

3.1.1 - Preparacgao do Inéculo

Utilizamos como patdégeno a bactéria Aeromonas hydrophila, que é
responsavel por causar uma das doengas bacterianas mais comuns em peixes de
agua doce (Noga, 2000). A cepa utilizada foi a A114, isolada de Pintado
(Pseudoplatystoma sp.)

Semeamos a cepa em placa de Petri contendo meio de cultura TSA. Em
seguida foi semeada uma col6nia da bactéria no meio de cultura caldo BHI (Brain
Heart Infusion) e foi incubada a 28° C por 18 horas. Apés o crescimento, a cultura
foi diluida em série até a concentragdo de 108 UFC/mL de acordo com a escala
de Macfarland, sendo semeadas em TSA para contagem total de unidades

formadoras de colénia (UFC) do in6culo para confirmagao da concentragao.

3.1.2 - Inoculagao do Patégeno

Previamente a infeccdo anestesiamos os peixes machos com uma solugao
de benzocaina a uma concentragdo de 80 mg/L. Apds isso, inoculamos,
intraperitonealmente no peixe, uma dose de 5 pL/g de uma concentragdo
bacteriana de 108 UFC (unidades formadoras de col6nias) por mL de solugéo
salina pura (0,65%). Segundo Oliveira et al. (2013), essa concentragdo é
suficiente para que ocorra a infeccdo e aparecimento de alguns sinais clinicos.
Apesar disso, realizamos testes prévios para confirmar o surgimento de sinais
clinicos para o experimento. Como controle inoculamos nos outros machos a

mesma dose de solugao salina pura.

3.1.3 - Testes de Escolha

O teste de escolha foi realizado por meio de dois aquarios doadores, com
0s machos e um aquario receptor com a fémea (Figura 1). Os testes de escolha
foram feitos em aquarios de 60 x 60 x 30 cm, divididos verticalmente em trés
partes iguais por duas placas acrilicas opacas contendo passagens que permitiam
a fémea visitar todos os compartimentos. Em um primeiro momento, a fémea se
encontrava no compartimento central, o qual permanecia fechado por 30 minutos.
Apos isso, as portas das placas acrilicas eram levantadas por um sistema de
roldanas controlado a distancia de 2 metros do aquario teste. Cada par de aquario

13
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doador possuia um sistema de transferéncia de agua localizado no canto do
aquario, que escoava a agua do aquario doador para o aquario teste por
gravidade. Os aquarios doadores estavam localizados acima do aquario teste em
que auxiliavam no fluxo do estimulo até o aquario teste. O sistema de
transferéncia de agua consistiu em um tubo de silicone de 2.5 mm de diametro
que saia do aquario doador e chegava até abaixo da linha da agua no aquario
teste. Uma valvula acoplada a cada tubo permitiu o controle do fluxo em 6 ml/min.
Um teste realizado com corante mostrou que a agua leva 10 min para se misturar
com os trés compartimentos. Observamos as variaveis: (1) numero de
compartimentos visitados primeiramente; (2) laténcia: tempo para o primeiro
movimento da fémea apds o inicio do fluxo de &agua; (3) tempo total de
permanéncia das fémeas em cada compartimento. As fémeas que nao
responderam em até 300 segundos ou que visitaram apenas um compartimento

foram descartadas das analises.

AT

&Oq W

]

v

| 2|

Fig. 1: Teste de escolha (sistema de transferéncia de agua). Caveira

— macho infectado pelo patégeno Aeromonas hydrophila.

3.1.4 - Analise de Dados

Os dados de frequéncia (1) foram testados através do teste de proporgéo
de Goodman (Goodman, 1965). Os demais (2 e 3) dados foram inicialmente
testados quanto a normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade
(Levene) para escolhermos os testes estatisticos adequados para cada variavel.
Os dados de laténcia foram n&o-paramétricos e, comparamos as variaveis através
do teste de Wilcoxon. Ja o tempo total de permanéncia foi normal e
homocedastico e entao, foi comparado entre compartimentos por Teste t pareado.
Sempre consideramos a=0,05.

14
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Resultados

Os peixes infectados com Aeromonas hydrophila apresentaram apés 24 h
da inoculagao sinais clinicos como perda de apetite e “apatia” (diminuicdo da
atividade). Apdés 48 h da inoculacdo, ja apresentaram lesdes iniciais na pele,
como leve descamacgao cutanea. Ja os peixes inoculados com solugdo salina ndo
apresentaram sinais clinicos.

Houve diferenga entre o numero de fémeas que visitaram primeiramente
um dos dois compartimentos: 81,25% (n=13) das fémeas visitaram primeiro o
compartimento com odor de machos nado infectados e, 18,75% (n=3) de
infectados (figura 2). Além disso, também houve diferenca estatistica entre a
laténcia das fémeas para visitar os compartimentos de odor de machos infectados
e nao infectados (p=0,007) (figura 3). Apesar disso, ndo houve diferenca entre os
tempos de permanéncia total das fémeas entre compartimentos, com p=0,9348

(figura 4).
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Infectados Nao Infectados

Figura 2 — Numero de fémeas que visitaram primeiro um dos dois
compartimentos. N = 3 e 13, respectivamente. Asterisco indica diferenca
(Teste de Goodman, p < 0,005).
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Figura 3 — Tempo para a primeira visita das fémeas em cada
compartimento. N=16. Valores minimos, primeiros quartis, medianas
(segundos quartis), terceiros quartis e valores maximos. Houve diferenca
estatistica (Teste de Wilcoxon, p = 0,007).
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Figura 4 — Tempo total de permanéncia das fémeas em cada
compartimento. N=16. Dados médios (+dp). Nao houve diferenca entre os
tempos (Teste t pareado, p = 0,9348).
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Discussao

Este € o primeiro estudo que testou a percepgao de infecgdo por patégeno
entre coespecificos através de sinais quimicos em peixes, baseando-se na
escolha da fémea, ou seja, considerando a escolha por pistas quimicas de
machos infectados com a bactéria Aeromonas hydrophila e machos saudaveis.
Nossos resultados sugerem que a pista quimica ndo é suficiente para que a
fémea perceba a condi¢ao de infeccao a ponto de evitar o macho, entretanto, ha
indicios que ha percepcao inicial, mas ela ndo é consistente durante a escolha.

As fémeas analisadas visitaram os dois compartimentos e, portanto,
entende-se que perceberam odores de ambos os machos. Além disso, a maioria
das fémeas visitou primeiro e em menor tempo o compartimento com odor de
machos saudaveis. Isso nos da indicios de que o odor pode ser alterado pela
infeccdo, tornando os machos saudaveis mais atrativos inicialmente. Essa
escolha inicial pode ter ocorrido pelo fato da agua dos dois compartimentos se
misturarem rapidamente. A escolha poderia se efetivar, ao longo do tempo, caso
essa mistura fosse mais tardia. Em diversas espécies de vertebrados, como por
exemplo em aves (Hamilton & Zuk, 1982), uma infec¢ao parasitaria intervém nas
pistas emitidas, influenciando a escolha de parceiros, com fémeas escolhendo
preferencialmente machos livre de patdgenos ou que sejam resistentes aos
mesmos (Read, 1990; Clayton, 1991; Zuk, 1992). Em roedores a urina e outras
pistas quimicas sao importantes para a escolha de parceiro. Kavaliers & Colwell
(1995) mostraram que fémeas de roedores passaram menos tempo investigando
odores de camundongos machos infectados por patégeno do que nao infectados.

A escolha em peixes, como em outros vertebrados, pode envolver multiplas
pistas, como a visual mais a quimica (Candolin, 2003). Em algumas aves o sinal
visual possui grande importancia na decisdo de escolha, ja4 que percebem sinais
visuais de infecgdo e, consequentemente evitam coespecificos (Hamilton & Zuk,
1982). O comportamento de evitar interagbes com individuos com odores
associados a infec¢des (sickness avoidance) possui importancia evolutiva na
questao de evitar possiveis contaminagbes (Thomas et al. 2005), ja que o0 passo
inicial para evitar um patégeno é a identificagcdo da “ameaca”. Na tilapia-do-Nilo,

talvez os sinais visuais assumam maior importancia (que os sinais quimicos) na
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identificacdo de sinais clinicos, por ser uma espécie diurna. Neste estudo os
animais apresentaram descamacgdo, despigmentacdo e alteragdo do
comportamento, como baixa atividade e diminuicdo de apetite. Em geral, os
sinais clinicos podem variar de leses de pele superficiais, como descamacao da
pele ou profundas com exposicdo do tecido muscular. Podem se apresentar como
areas de hemorragia, necrose de extensao variada e progredir para uUlceras. Nos
quadros de infeccdo sistémica, é observada a exoftalmia, abdémen distendido,
contendo liquido de aspecto opaco e/ou ligeiramente sanguinolento (Kubtiza &
Kubtiza, 2004).

Neste experimento a doenga bacteriana se manifestou com sinais clinicos
superficiais, em menores propor¢cdes. Apesar disso, seria evolutivamente
importante que o0s peixes percebessem estes sinais quimicos iniciais, ou
superficiais de infecgdo para evitar contaminacéo e, dessa forma, preservar seu
fithess, gerando uma prole saudavel.

No entanto, a fémea poderia identificar a doenga mas escolhe correr o risco
e se acasalar também com machos infectados. Zala et al. (2015) mostraram que
fémeas de camundongos sado capazes de discriminar machos infectados de néo
infectados, preferindo machos saudaveis, entretanto, elas ndo evitam acasalar
com os machos infectados. Além disso, uma segunda exposicdo ao odor de
machos infectados poderia ser testada. James et al. (2008) mostraram que o
peixe Pimephales promelas aprendeu a reconhecer e evitar o risco de parasitismo
apo6s o segundo contato com o odor de cercaria, que parasita a espécie.

Por fim, concluimos que as pistas quimicas sdo suficientes para que
fémeas evitem inicialmente parceiros infectados por patégeno na tilapia-do-Nilo.
As pistas visuais parecem assumir grande importancia no processo de escolha,

pela evidéncia dos sinais clinicos associados a doengas.
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