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Epigrafe

Os sonhos néo determinam o lugar onde vocés vao chegar, mas produzem a
forca necessaria para tira-los do lugar em que vocés estdo. Sonhem com as
estrelas para que vocés possam pisar pelo menos na Lua. Sonhem com a Lua
para que vOocés possam pisar pelo menos nos altos montes. Sonhem com 0s
altos montes para que vocés possam ter dignidade quando atravessarem 0s

vales das perdas e das frustracdes.

Bons alunos aprendem a matematica numérica, alunos fascinantes vao além,
aprendem a mateméatica da emocéao, que ndo tem conta exata e que rompe a
regra da l6gica. Nessa matemética vocé s6 aprende a multiplicar quando
aprende a dividir, s6 consegue ganhar quando aprende a perder, sé consegue

receber, quando aprende a se doar.

Augusto Cury
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Comité de Etica

Os procedimentos experimentais desta tese realizados com a espécie de
peixe tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) estdo de acordo com a legislacéo
vigente (Lei 11.794/2008 e Decreto 6.899/2009), com as resolucdes normativas
aplicaveis a luz dos Principios Eticos na Experimentacdo Animal elaborados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laborat6rio (SBCAL/COBEA)
e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do

Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP-SP (protocolo # 699-CEUA).



Tese

O estresse agudo afeta a retencdo da memoria em diferentes perfis de

personalidade em peixes

Hipoteses

1. O estresse reduz a retencdo da memoria de aprendizagem, causando
resposta ndo imediata dos animais ao condicionamento classico;

2. O estresse cronico tem maior efeito na retencdo da memoria de
aprendizagem quando comparado ao estresse agudo;

3. Em relacéo aos perfis de personalidade, individuos bold (ousados) sofrem
menor impacto do estresse na retencdo da memoria de aprendizagem em
relacdo aos shy (timidos);

4. O condicionamento classico em peixes € efetivo quando associados
movimentacdo da agua e liberacdo de alimento, sendo um método

simples quando comparado aos condicionamentos descritos na literatura.

Estrutura Geral

Este texto foi desenvolvido em dois capitulos, o primeiro correspondendo ao
projeto principal elaborado durante o doutorado e o segundo referente a uma
nova metodologia desenvolvida para o condicionamento classico. Cada capitulo

avalia parte das hipbteses propostas a partir da tese, conforme descrito abaixo:
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CAPITULO 1 - Neste estudo avaliamos o efeito do estresse agudo e cronico na
memoria de aprendizagem de tilapias-do-Nilo com diferentes perfis de
personalidade. Inicialmente definimos a personalidade dos peixes através de
testes de objeto novo e exposicdo a um predador, classificando-os em shy
(timido) ou bold (ousado) e em seguida estes individuos foram condicionados
por um método simples de condicionamento classico como forma de
aprendizagem para posterior avaliagdo da memoria. Os peixes shy foram entéo
divididos em dois grupos, sendo que em um deles os peixes foram diariamente
estressados por hipdxia, perseguicdo com rede ou confinamento (grupo shy-
experimental) por 64 dias consecutivos, enquanto que no outro grupo os peixes
permaneceram apenas isolados (grupo shy-controle) pelo mesmo periodo de
tempo. O mesmo procedimento foi adotado com os peixes classificados como
bold. Nesse mesmo periodo, testes de memoéria foram realizados em dias
especificos, tanto nos grupos experimental quanto nos grupos controle. Ao final
do experimento, reavaliamos se as personalidades se mantiveram. Obtivemos
que o estresse agudo afetou a memédria de aprendizado em peixes,

principalmente em individuos com perfil de personalidade shy.

CAPITULO 2 - Aqui desenvolvemos uma metodologia simples de
condicionamento classico facilmente aplicAvel em laboratorios de
experimentacdo com peixes, quando comparados aos métodos descritos na
literatura atual, onde os estimulos geralmente aplicados para condicionamento
(som ou luz) podem interferir nas respostas dos animais experimentais presentes
no mesmo laboratério. Para tal condicionamento, isolamos 0s peixes em

aguarios individuais e introduzimos um jato de agua em cada aquario (sem que
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0S peixes pudessem perceber a presenca do pesquisador) causando
movimentacdo da agua (estimulo condicionado) neste local especifico do
aquario. Em seguida, um pellet de racdo (estimulo incondicionado) foi
introduzido no mesmo local da movimentagédo da dgua (novamente sem que 0s
peixes pudessem perceber a presenca do pesquisador). Esses procedimentos
foram realizados durante 20 dias seguidos, 4 vezes ao dia. Obtivemos que apos
14 dias de condicionamento todos os peixes associaram estimulo condicionado
e incondicionado, confirmando a efetividade deste método simples e sem

interferéncia nos demais animais experimentais presentes no ambiente.
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Capitulo 1

Estresse e memoéria: efeito do estresse agudo e crénico na retencao da

memoria em diferentes perfis de personalidade em tilapias-do-Nilo

1. Introducéao

O estresse pode ser definido como um estado de ameaca da perda da
homeostase, ou seja, da manutencdo da constancia das condi¢cdes corporeas
pelo organismo, por um estimulo aversivo denominado “estressor”’ (Chrousos &
Gold, 1992). Assim, as respostas desencadeadas por um individuo frente a um
estressor sdo adaptativas, pois auxiliam o organismo a retornar a seu estado
inicial constante de homeostase. O endocrinologista Hans Selye (1965) foi o
primeiro a formular o conceito de estresse. Ele observou que organismos
diferentes apresentam um mesmo padrao de resposta fisioldgica para uma série
de experiéncias sensoriais ou psicolégicas que tém efeitos nocivos em 6rgaos,
tecidos ou processos metabdlicos (ou sdo percebidas como perigosas ou
nocivas). Tais experiéncias sao, portanto, descritas como “estressoras” (Bauer
et al., 2000), sendo que as respostas desencadeadas nessas situacdes podem
passar por trés estagios (Selye, 1965):

e Estagio 1 - alarme: o corpo reconhece o estressor e ativa 0 sistema
neuroendocrino. Nessa situacdo, as glandulas adrenais (ou suprarrenais)
produzem e liberam os horménios adrenalina, noradrenalina e cortisol que
desencadeiam uma série de reacdes (e.g. batimento cardiaco acelerado, pupilas
dilatadas, frequéncia respiratoria aumentada, etc) associadas a uma preparagao

do organismo para a agéo, que pode ser de luta ou fuga da fonte estressora.
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e Estagio 2 — adaptacdo: o organismo repara os danos causados pela
reacao de alarme, reduzindo os niveis hormonais. Caso o0 estresse prossiga, 0
estagio 3 entra em vigor.

e Estadgio 3 — exaustdo: pode provocar o surgimento de uma doenca
associada a condicéo estressante, devido a imunossupressao. Assim, o0 estresse
agudo, quando repetido inUmeras vezes, pode gerar disfuncdo das defesas
imunoldgicas.

Nesse cenario, vemos que o organismo estd adaptado para lidar com
situacdes de estresse agudo, o qual é definido como ocorréncia recente e
transitéria de um Udnico estressor, mas quando essa condicdo se torna
repetitiva/crénica, ou seja, como uma dificuldade constante enfrentada pelo
individuo (Shields et al., 2016), seus efeitos se multiplicam em cascata, podendo
gerar consequéncias deletérias para o organismo quando a homeostase néo é
reestabelecida. Durante um periodo de estresse crbnico, o animal deve
comprometer as reservas de glicogénio, aumentar o catabolismo de proteinas
teciduais ou potencialmente fazer ambos para regular repetidamente 0s recursos
energéticos necessarios para manter os componentes da resposta ao estresse
agudo (Wendelaar-Bonga, 1997). Este aumento do uso de reservas energéticas
é teorizado para ser um fator contribuinte no desenvolvimento de um estado pré
patoldgico (Moberg, 1985), o que deixa o animal vulneravel ao desenvolvimento
de doencas.

Em peixes, isso ndo € diferente. A acéo de estressores podem produzir
efeitos que desestabilizam o equilibrio homeostatico dos peixes, mas também
pode provocar um conjunto de respostas comportamentais e fisiologicas como

acdo compensatoria e/ou adaptativa, provendo a esse animal a possibilidade de
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superar as ameacas encontradas (Wendelaar-Bonga, 1997). Entretanto, se esse
animal estd submetido a estresse intenso e constante, a resposta fisiologica
pode perder seu valor adaptativo e tornar-se disfuncional, causando danos a sua

saude e bem-estar (Carmichael et al., 1984).

Assim, como consequéncias danosas em resposta ao estresse crénico
podemos ter crescimento reduzido ou até mesmo negativo nos peixes, expresso
como mudancas no peso corporal ou parametros derivados, como fatores de
condicdo ou eficiéncia de converséo alimentar (Goede & Barton, 1990; Peters,
1982; Pickering & Stewart, 1984; Wendelaar-Bonga, 1997). Além disso, o
estresse pode causar reducao do desempenho reprodutivo (Small, 2004) desses
animais pela depressdo da glandula pituitaria e de niveis plasmaticos de
gonadotropinas (Carragher et al., 1989), além do decréscimo de niveis de
horménios esterodides (Pickering & Pottinger., 1987) e do tamanho dos ovos e da
qualidade das larvas (Campbell et al., 1992, 1994). O estresse também &
conhecido por aumentar a susceptibilidade dos peixes a doencas infecciosas
(Wedemeyer, 1970; Snieszko, 1974; Pickering & Pottinger, 1987; Angelidis et al.,
1987) e, além disso, pode ainda alterar a capacidade de aprendizagem e
memoria desses animais (Piato et al., 2011a, 2011b; Chakravarty et al., 2013;
Manuel et al., 2014).

A aprendizagem, bem como a memdria, sdo meios importantes pelos
qguais o ambiente exerce influéncia no comportamento animal. Entretanto, séo
processos distintos, sendo a aprendizagem o processo pelo qual novas
informacdes sdo adquiridas, e a memobria, 0 processo pelo qual esse
conhecimento é retido e lembrado (Kandel et al., 2014). Em peixes, assim como

em mamiferos, a aprendizagem e a memodria permitem que os individuos
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ajustem seus comportamentos para melhor se adequarem ao ambiente ou
situacdo na qual se encontram (Ebbesson & Braithwaite, 2012). Peixes s&o
capazes de aprender e lembrar diferentes tipos de informagédo e realizam
associacfes simples e complexas entre diferentes estimulos (Ebbesson &
Braithwaite, 2012; Warburton, 2003). Nesse contexto, considerando que na
maioria dos ambientes aquaticos, a paisagem fisica e a necessidade, por
exemplo, de localizar abrigos, alimentos e areas com predadores sdo essenciais
para a sobrevivéncia dos peixes (Brown et al., 2006), a redugéo da capacidade
de aprendizagem e memorizagcdo causada pelo estresse crbnico pode ser
significativamente deletéria para esses animais.

Quando em situagbes estressoras prolongadas, considerando que
individuos de uma mesma espécie diferem uns dos outros quanto ao seu
comportamento (Sih et al., 2004; Réale et al., 2007), uma possibilidade é que
diferentes individuos respondam de formas diferenciadas em relacdo a
aprendizagem e memorizagao (Dugatkin & Alfieri, 2003; Sneddon, 2003; White
et al., 2017). Quando tais respostas comportamentais sdo consistentes ao longo
do tempo e/ou situacao para um mesmo individuo, caracterizam a personalidade
(Budaev, 1997), que é geralmente descrita em cinco eixos: atividade, timidez-
ousadia, exploracao, agressividade e sociabilidade (Réale et al., 2007). Um dos
eixos de personalidade mais estudados é o da timidez-ousadia, que é descrito
como propensao (ousadia) ou aversao (timidez) para assumir riscos diante de
objetos ou situagdes inovadoras (Sloan Wilson et al., 1994). Em peixes, existem
relacdes positivas entre os individuos bold e outros comportamentos, tais como

a capacidade de aprendizagem dos individuos (Dugatkin & Alfieri, 2003). Assim,
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fica claro que aprendizagem, bem como a memorizagcédo associada a ela, pode
ser influenciada por diferencas de personalidade entre os individuos.

Nesse contexto, utilizamos tilapias-do-Nilo, espécie de ciclideo mais
cultivada no Brasil, a qual é tipicamente social e territorialista (Fernandes &
Volpato, 1993), com interac6es complexas entre os individuos e capacidade de
aprendizagem e memoria dos contextos sociais e ambientais. Assim, o objetivo
do presente do trabalho foi avaliar o papel do estresse agudo e crbnico na
alteracdo da aprendizagem e memoria e se tal efeito é influenciado pelo perfil de

personalidade.

2. Metodologia

2.1. Animais e Manutencéo

Utilizamos juvenis de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, provenientes
de piscicultura, que foram aclimatados por 30 dias em tanques de 500 L em
biotério (6 peixes/L; T°C: 24°+1°C; pH: ~ 6,5; fotoperiodo: 12L:12D) antes do
inicio do experimento. Nessa condi¢do, os tanques receberam aeracéo continua
e filtros que incluiam filtragem mecéanica e biolégica, sendo sifonados
diariamente para remocéo de restos de alimento e fezes. Assim, 0s tanques
foram mantidos com boa qualidade da &gua, com niveis de nitrito e amonia
abaixo de 0,05 mg/L e 0,5 mg/L, respectivamente. Além disso, havia tubos de
PVC no fundo dos tanques que foram utilizados como tocas pelos animais. Os
peixes no biotério foram alimentados uma vez ao dia com racado comercial para

peixes tropicais (38% de proteina bruta) até a saciedade.
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2.2. Delineamento Geral

Previamente aos experimentos, todos os peixes foram medidos e pesados
para futura comparacdo de crescimento ao final do experimento. Para avaliar o
efeito do estresse na memoria de peixes com diferentes personalidades,
primeiramente realizamos testes de personalidade (teste do objeto novo e teste
de exposicdo a predador) para separar os animais (n = 90, 3 grupos de 30
individuos de onde foram utilizados apenas extremos das personalidades para
formar um Unico grupo com 38 individuos). O total de 38 individuos selecionado
através dos testes de personalidade foi dividido em 2 grupos: shy (peixes
timidos; n=19) e bold (peixes ousados; n=19). Em seguida, os animais de cada
grupo foram divididos aleatoriamente em dois novos grupos, constituindo assim
quatro tratamentos: 1) tratamento shy-experimental (n=10); 2) tratamento shy-
controle (n=9); 3) tratamento bold-experimental (n=10); 4) tratamento bold-
controle (n=9). Apdés a composicdo dos tratamentos, todos os animais foram
submetidos a testes de aprendizagem por condicionamento classico (associagcao
entre um estimulo previamente neutro — condicionado — com um estimulo
biologicamente relevante — incondicionado) por 20 dias consecutivos, sendo 4
testes por dia. Posteriormente, os peixes dos grupos experimentais (tratamentos
shy-experimental e bold-experimental) foram estressados (submetidos a hipoxia,
perseguicdo e confinamento, sendo um Unico modelo de estresse por dia, de
forma aleatorizada para evitar condicionamento dos animais as condi¢cfes de
estresse) continuamente por 64 dias consecutivos. Nesse periodo, todos os
animais, inclusive aqueles dos grupos controle (animais que nao foram
estressados), foram submetidos a testes de memdria (aplicagdo Unica do

estimulo condicionado, mas sem a presenca do estimulo incondicionado) em
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intervalos de tempo pré-definidos. Apds esse periodo de 64 dias, todos os
animais foram submetidos a novos testes de personalidade (teste do objeto novo
e teste exposicdo a predador) para avaliacdo da consisténcia das respostas
como individuos shy ou bold e novamente medidos e pesados. Para melhor

visualizagéo, o esquema do delineamento se encontra na Figura 1.

[ Teste de Personalidade* ]

o) o
SN SN

[Experimental ][ Controle ] [Experimental ][ Controle J

[ *Objeto Novo/ Predador

1 Unico método de estresse por dia
64 dias de estresse

**Hipoxia/ Perseguicao/ ConfinamentoJ

Condicionamento
Classico por
20 dias

v

Testes de Memdria
[ Estresse** ][ Sem Estresse ] { Estresse** ][ Sem Estresse H» (Dias: 2, 4, 8, 16, 32, 48 e 64 apos

~ = o condicionamento classico)
\\\‘ \ / ‘///’

[ Teste de Personalidade* ]

Figura 1 — Esquema do delineamento geral.

2.3. Procedimentos Especificos

2.3.1. Selecao de animais pela personalidade

Os animais foram selecionados quanto a sua personalidade com base em

testes realizados em 3 dias consecutivos:

e Dia 1 - periodo de aclimatacdo do animal as condi¢cOes de teste;
e Dia 2 —teste de exposi¢cdo a um predador;

e Dia 3 —teste do objeto novo.
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Os testes foram repetidos ao final do experimento para avaliagdo da

consisténcia da resposta dos individuos quanto as suas personalidades.

Teste do objeto novo

Os peixes foram individualizados em aquario de vidro (40 cm x 20 cm X
25 cm) para aclimatizacdo durante 3 dias consecutivos, sendo alimentados uma
vez ao dia (~ 2 % do peso corporal médio dos individuos). Esses aquarios
estavam divididos externamente com marcacdes a caneta (desenho
quadriculado) em 6 espacos de mesmo tamanho. ApOs o periodo de
aclimatizacdo, um novo objeto (cilindro vermelho ou amarelo, @ = 6 cm) foi
cautelosamente submergido no aquario no lado oposto ao que 0 peixe se
encontrava no momento da submersao. Em seguida, o aquario foi filmado por 5
min e, a partir dessa filmagem, registramos a laténcia do peixe para chegar até
0 objeto, o tempo total que o0 peixe permaneceu proximo ao objeto novo (com
pelo menos 50% do corpo dentro do quadrante em que se encontrava o objeto),
0 tempo em que 0 peixe permaneceu em freezing (permanecendo estatico no
mesmo local) e a movimentacao do peixe (frequéncia de cruzamento entre os 6
espacos) (baseado em Frost et al., 2007; Castanheira et al., 2013). Com base

nesses dados, os peixes foram ranqueados quanto a sua ousadia.

Teste de exposi¢ao a um predador

Com os peixes testados no experimento anterior sendo mantidos
individualizados ainda nos mesmos aquarios, introduzimos bagres africanos,
(Clarias gariepinus) animais de porte maior e reconhecidos predadores da

tilapia-do-Nilo (DeGraaf et al., 1996), em aquarios posicionados ao lado dos
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aguarios onde estavam as tilapias em teste (baseado em Wilson & Godin, 2009;
Moretz et al., 2007). Em seguida, os aquarios foram filmados por 5 min. A partir
dessas filmagens, registramos as mesmas variaveis operacionais descritas na
secao Teste do objeto novo, ou seja, a laténcia das tilapias para chegarem até a
parede do aquério posicionada lateralmente a parede do aquario do predador, o
tempo que as tilapias perecerem proximas ao predador, o tempo em que as
tilapias permaneceram em freezing e a movimentacdo das tilapias. Com base

nesses dados, os peixes foram ranqueados quanto a sua ousadia

Ranqueamento dos dados

Para cada variavel, (laténcia, tempo proximo ao objeto novo, freezing e
movimentagdo) os individuos tiveram um valor atribuido de acordo com a
posi¢cdo no ranking. Dessa maneira, individuos que apresentaram maior tempo
de exploracao receberam um valor maior do que aqueles que exploraram pouco.
E aqueles que ndo exploraram, receberam o valor de zero. O mesmo foi feito
com variavel de movimentacédo, entretanto, para freezing e laténcia, os valores
foram atribuidos de forma decrescente, ou seja, individuos que tiveram maior
laténcia para ir até o objeto receberam um valor menor do que aqueles que
levaram menos tempo. Aqueles que ndo apresentaram laténcia durante os 300
segundos (5 minutos de teste) receberam pontuacado igual a zero. Depois que
cada individuo recebeu os valores das variaveis, estes foram somados.

A mesma metodologia foi utilizada para o teste de exposicdo a um
predador e os valores obtidos nos dois dias de testes foram somados, gerando
um valor total de cada individuo. Os peixes foram entdo organizados em ordem

crescente de acordo com esses valores. Os animais que néo foram consistentes
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aos parametros analisados nos dois dias de teste, consequentemente obtiveram
pontuacdes intermedidrias e se posicionaram entre os valores extremos, sendo
excluidos do estudo. Assim, apenas peixes com as maiores pontuacdes (bold) e
peixes com as menores pontuacdes (shy) foram incluidos nas demais etapas do

estudo.

2.3.2. Condicionamento dos animais

Utilizamos o condicionamento classico como método de aprendizagem,
pois diversos estudos tém demonstrado que peixes associam estimulos e
respondem de forma condicionada (Nilsson et al., 2007; Braubach et al., 2009;
Bratland et al., 2010; Doyle et al., 2017; Folkedal et al., 2018), ou seja,
condicionam estimulo neutro (estimulo condicionado) a estimulo biologicamente
relevante (estimulo incondicionado). ApGs serem selecionados quanto as suas
personalidades, os peixes foram individualizados em aquarios de 20 | (40 cm X
20 cm x 25 cm) sobre uma estante parcialmente revestida com lona preta em
sua porcado posterior, evitando assim que 0S animais percebessem a
movimentacdo do pesquisador. Nessas condi¢des, os individuos foram
submetidos a um teste de condicionamento classico em que utilizamos a
aplicacdo de um jato de agua de 3 ml para gerar movimentacao localizada na
agua dos aquérios. Apo6s 15 s da aplicagéo do jato, inserimos um pellet de racao
no mesmo local da superficie do aquério. Assim, a movimentacdo da agua
funcionou como estimulo condicionado enquanto o pellet de ragdo funcionou
como estimulo incondicionado (para maiores detalhes deste procedimento e
validacédo desta metodologia para condicionamento classico, vide capitulo 2). Os

aquarios foram filmados para se registrar a resposta de reacdo dos peixes ao
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movimento da 4gua e consequente ingestdo da racdo, sendo registrados como
resposta imediata ou ndo imediata ao movimento da agua. Esse procedimento
foi repetido durante 20 dias consecutivos, sendo realizado 4 vezes ao dia, com

um intervalo de 2,5 h entre um teste e outro num mesmo dia.

2.3.3. Aplicagéo de estresse agudo e crénico

Apoés todos os peixes estarem condicionados, 0s animais dos grupos
tratamentos experimentais (shy-experimental e bold-experimental) foram
diariamente estressados por 64 dias, enquanto os animais dos tratamentos
controle (shy-controle e bold-controle) ndo foram estressados por todo esse
periodo. O periodo do dia em que os animais foram estressados (manha ou
tarde) e o0 método de estresse aplicado em cada dia (hipdxia, perseguicado ou
confinamento) foram aleatoriamente selecionados através de sorteio diario. Os
animais foram sempre estressados em apenas um periodo do dia e por apenas
um método de estresse em cada dia. O estresse por hipoxia foi realizado através
da retirada do peixe do aquario com o auxilio de uma rede (8 cm x 8 cm). Apos
3 min, o peixe foi reintroduzido ao respectivo aquario. No estresse por
perseguicdo com rede, os peixes foram individualmente perseguidos com uma
rede (8 cm x 8 cm) dentro de seus proprios aquarios por 10 min. E o
confinamento consistiu na apreensédo do peixe em um dos cantos do aquario,
através de duas placas de acrilico opacas, que se uniam deixando entre elas
apenas o espaco de igual tamanho total do peixe, impedindo sua movimentagéo,
durante 15 min.

Levando em consideragdo que o estresse agudo é definido como

ocorréncia recente e transitéria de um Unico estressor e 0 estresse cronico como

23



uma dificuldade constante enfrentada por um individuo (Shields et al., 2016),
consideramos em nosso trabalho os dias 1 a 7 do periodo de estresse como
estresse agudo e a partir do dia 8, como estresse cronico (Piato et al., 2011a e

2001b; Gaikwad et al., 2011; Manuel et al., 2014).

2.3.4. Teste de memodria de aprendizagem por condicionamento

Nos dias 2, 4, 8, 16, 32, 48 e 64 de aplicacdo do estresse crbnico,
realizamos testes de memadria com todos 0s peixes de todos os tratamentos
(experimentais e controles). Os testes de memoria foram sempre realizados em
apenas um periodo do dia (manha ou tarde), que foi aleatoriamente definido por
sorteio em cada dia de teste. Para realizar os testes de memaria, utilizamos os
mesmos procedimentos iniciais dos testes de condicionamento (vide secao
2.3.2. Condicionamento dos animais), mas sem inserir o pellet de racdo 15 s
apos a movimentacdo da agua. Ou seja, nos testes de memdria, aplicamos o
estimulo para o qual os peixes haviam sido condicionados, mas nédo aplicamos
o estimulo incondicionado associado. Isso foi feito para evitar que os testes de
memoria funcionassem como testes de reforco do condicionamento aprendido
pelos peixes. Essa metodologia foi baseada em trabalhos que avaliaram a
memoria dos animais em relacdo a um comportamento anteriormente aprendido
(Yue et al., 2004; Nilsson et al., 2007; Doyle et al., 2017). Os testes de memoria
foram filmados, sendo que a partir dessas filmagens registramos a resposta
imediata ou ndo imediata de reagdo dos peixes ao estimulo condicionado

(quando nao imediata a laténcia de resposta também foi registrada).

2.3.5. Andlise dos dados
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Primeiramente, para avaliar se 0os procedimentos aplicados nos grupos
tratamento (animais estressados) foram suficientes para promover estresse
crdnico nos animais, nos avaliamos se houve diferenca de crescimento (peso
e/ou comprimento) entre os animais dos grupos controle (shy ou bold), e os
respectivos animais dos grupos experimentais (shy ou bold) apenas ao final do
experimento. Isso foi feito, pois, animais sob estresse cronico podem apresentar
medidas reduzidas tanto de peso quanto de comprimento (Wendelaar-Bonga,
1997). Para isso, conforme tais dados apresentaram distribuicdo normal (teste
de Kolmogorov-Smirnov, p > 0,05) e homocedastica (teste de Levene, p > 0,05),
tanto no inicio quanto ao final do experimento, utilizamos teste-t independente
para realizar essas comparagdes entre grupos controle e experimentais nesses
dois momentos.

Para avaliar o efeito do estresse na memoria de aprendizagem por
condicionamento, realizamos analises estatisticas tanto considerando o pefrfil
inicial de personalidade dos individuos quanto sem considera-lo. Isto porque os
perfis de personalidade individuais ndo se mantiveram consistentes ao final do
experimento em cerca de metade dos individuos, tanto no grupo tratamento
controle quanto experimental (animais estressados), considerando que outras
variaveis podem ter interferido na retencdo da personalidade ao longo do tempo
além do estresse.

Para avaliar o impacto do estresse na retencdo da memoria dos peixes
em resposta ao movimento da agua ao longo do tempo, comparamos a laténcia
dos individuos do grupo tratamento experimental (independentemente dos perfis
de personalidade) ao longo dos dias dos testes de memoria. Essa comparacao

foi feita por meio do teste de Friedman, uma vez que tais dados apresentaram
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distribuicdo ndo normal (teste Kolmogorov-Smirnov, p < 0,05) e heterogénea
(teste de Levene, p < 0,05). Como, com base nessa analise, apenas o dia 2
(primeiro teste de memoria) apresentou uma resposta diferente dos demais dias
de teste de memodria, com uma laténcia significativamente maior do que a
resposta imediata, todas as demais comparacdes estatisticas foram feitas
considerando apenas os dados nesse dia.

Nesse sentido, avaliamos, independentemente da personalidade dos
individuos, o impacto do estresse no segundo dia do teste de meméria. Para
isso, comparamos a frequéncia de peixes que responderam imediatamente com
aquela de peixes que ndo responderam imediatamente ao estimulo no grupo
experimental (animais estressados). Essa comparacéo foi feita por meio de teste
de proporcdo de Goodman — dentro de multinomiais (1965). Para avaliar tal
impacto considerando a personalidade dos individuos, fizemos dois tipos de
comparacdo. Num primeiro momento, considerando apenas 0s animais que
sofreram estresse, comparamos a frequéncia de peixes shy que nao
responderam imediatamente ao estimulo com a frequéncia de peixes bold que
expressaram essa resposta. Num segundo momento, incluindo todos os peixes
testados no experimento, comparamos, considerando todos os individuos shy, a
frequéncia de peixes estressados que nao responderam imediatamente ao
estimulo com aquela de peixes nado-estressados (controle) que apresentaram
essa resposta. O mesmo tipo de comparacao foi feito considerando todos os
individuos bold. Todas essas comparacdes foram feitas por teste de proporcao
de Goodman — entre multinomiais (1964).

Além disso, considerando a classificacdo da personalidade dos individuos

ao inicio e, posteriormente, ao final do experimento, comparamos a frequéncia
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de individuos que mudaram de personalidade com a frequéncia de individuos
que mantiveram a mesma personalidade classificada inicialmente. Também
comparamos aqui a frequéncia de individuos inicialmente shy que mudaram de
personalidade com a frequéncia de individuos que inicialmente eram bold, mas
gue depois mudaram de personalidade. Essas comparagdes foram feitas tanto
considerando todos os individuos do grupo controle quanto considerando todos
os individuos do grupo tratamento (animais estressados). Para essas
comparacoes, utilizamos o teste de proporcdo de Goodman — dentro de
multinomiais (1965). Para todas as analises realizadas neste estudo,

consideramos a = 0,05.

3. Resultados

Nao houve diferenga significativa entre os tratamentos no inicio do
experimento, nem com relacéo ao peso (g) (médiatdp: shy-controle 10,46+2,12
- shy-experimental 11,11+1,76 - bold-controle 12,14+1,49 e bold-experimental
10,72+£2,50; p > 0,05, teste-t independente), nem com relagdo ao comprimento
padrdo (cm) (médiatdp: shy-controle 7,04+0,46 - shy-experimental 7,14+0,47 -
bold-controle 7,43t0,41 e bold-experimental 6,99+0,58; p > 0,05, teste-t
independente). Entretanto, ao final do experimento, houve diferenca significativa
entre os tratamentos controle e 0s experimentais com relacdo ao peso (Q)
(médiaxdp: shy-controle 16,39+2,20 e shy-experimental 13,31+2,15; bold-
controle 17,22+1,98 e bold-experimental 12,90+2,48; p < 0,05 em ambos os
casos, teste-t independente) e com relagdo ao comprimento padrdo (cm) para

0os peixes bold (médiatdp: bold-controle 8,32+0,35 e bold-experimental
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7,70+£0,60; p < 0,05, teste-t independente), mas ndo para 0s peixes shy
(médiazdp: shy-controle 8,19+0,31 e shy-experimental - 7,831£0,41).

Todos os animais condicionados dos grupos controle (shy-controle e bold-
controle) responderam imediatamente a movimentacdo da 4gua causada pelo
jato. Entretanto, os animais condicionados dos grupos que sofreram estresse
(shy-experimental e bold-experimental) nem sempre expressaram essa reacao.
Independentemente da personalidade dos individuos, os peixes desses grupos
responderam a movimentacdo da agua causada pelo jato com uma laténcia
significativamente maior no primeiro teste de memoaria (dia 02 de aplicacédo de
estresse) (Figura 2). Essa resposta ndo se repetiu nos demais dias de teste,
embora peixes que ndo responderam imediatamente ao estimulo tenham
ocorrido em todos os dias de teste (6 no dia 02; 2 nos dias 04 08, 32 e 64; 5 no
dia 15; e 1 no dia 48), especialmente no décimo sexto dia (Figura 2). Desses
individuos, dois ndo responderam imediatamente apenas no primeiro dia do
teste de memoria (dia 02 de aplicacdo de estresse), enquanto outro nao
respondeu com tal laténcia em nenhum teste de meméria. Os demais individuos
(n=3) responderam de forma intermediaria (responderam imediatamente ao

estimulo em alguns dias e ndo responderam imediatamente em outros dias).
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Figura 2 — Individuos dos grupos experimentais que ndo responderam
imediatamente ao estimulo nos testes de memaria. No primeiro teste de memoria
(dia 2) a laténcia para responder ao movimento da agua foi significativamente
maior que nos demais dias de teste de memodria (teste de Friedman, p < 0,05; Fr
= 0,15). Letras minusculas “a” e “b” indicam diferenca significativa entre os dias

de teste de memoria.

Além disso, considerando os peixes que sofreram estresse, a proporcao
de individuos que nédo responderam imediatamente foi estatisticamente similar
aguela de individuos que responderam imediatamente ao movimento da agua
nesse dia (Figura 3). Tal fato indica que a ocorréncia de peixes estressados que
nao respondem imediatamente ao estimulo condicionado foi significativa na
amostra avaliada.
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Figura 3 — Proporc¢éo de individuos que sofreram estresse que responderam
e que nao responderam imediatamente ao estimulo no dia 2 do teste de
memoéria. Nao houve diferenca significativa entre as proporcdes de peixes
estressados que responderam imediatamente ou ndo (teste de proporcao de

Goodman dentro de multinomiais, 1965; p > 0,05).

Considerando a personalidade dos individuos testados, houve diferenca
de resposta ao estresse agudo em relacdo a laténcia para responder a
movimentagdo da 4gua entre individuos classificados como shy ou como bold.
Considerando os peixes shy, houve uma maior propor¢ao de individuos que nao
responderam ao movimento da &gua imediatamente no grupo que sofreu
estresse do que no grupo controle (Figura 4). Entretanto, considerando os peixes
bold, as proporc¢ées de individuos que responderam imediatamente e que ndo
responderam imediatamente & movimentacdo da agua foram estatisticamente
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similares entre o grupo de individuos que foram estressados ou o0 grupo controle
(Figura 4). Além disso, considerando apenas os individuos que sofreram
estresse (peixes dos tratamentos shy-experimental e bold-experimental), houve
significativamente maior propor¢cdo de peixes shy do que bold que néao

responderam imediatamente ao estimulo condicionado (Figura 5).
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Figura 4 — Propor¢édo de individuos shy e bold que ndo responderam
imediatamente ao estimulo nos grupos experimental e controle. (a) quando os
peixes eram shy, houve diferenca significativa entre experimental (animais
estressados) e controle (teste de propor¢cdo de Goodman entre multinomiais,
1964; p < 0,05); (b) quando os individuos eram bold, tal resposta ndo ocorreu

(teste de proporcéo de Goodman entre multinomiais, 1964; p > 0,05).
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Figura 5 — Proporcéo de individuos shy e bold do grupo experimental que
nao responderam imediatamente ao estimulo. Animais shy que expressaram tal
resposta foram significativamente mais frequentes que animais bold (teste de

propor¢cao de Goodman entre multinomiais, 1964; p < 0,05).

Quando a personalidade dos individuos foi reavaliada ao final do
experimento, houve peixes que apresentaram mudanca de personalidade. Nao
houve diferenca significativa entre a propor¢ao total de individuos (n = 17) que
mantiveram suas respostas de acordo com seus perfis originais (shy ou bold) e
a proporc¢ao total de individuos (n = 18) que mudaram de personalidade (teste
de proporcdo de Goodman, 1965; p > 0,05). Além disso, as propor¢cdes de
individuos que mudaram ou néo de personalidade ao longo do experimento em
relacéo a classificacéo feita no inicio do estudo foi semelhante entre os grupos

controle e experimental (animais estressados) (n = 9 individuos com
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personalidade, tanto nos tratamentos controle quanto nos experimentais; n =9 e
8 individuos com mesma personalidade nos tratamentos controle e nos
experimentais, respectivamente). Entretanto, desses individuos, houve
significativamente mais peixes shy que mudaram de personalidade do que
peixes bold, tanto no grupo experimental (animais estressados) quanto no

controle (teste de Goodman entre multinomiais — 1964, p < 0,05).

4. Discussao

Neste estudo observamos que, independente da personalidade dos
individuos, o estresse afeta a memoria da aprendizagem por condicionamento
em peixes, e isso ocorre principalmente quando este estresse € apresentado de
forma aguda, ndo representando influéncia no estresse cronico. Quando
consideramos a personalidade desses animais, peixes shy estressados sofrem
mais o impacto do estresse agudo em relacdo aos ndo estressados e também
em relacdo aos peixes bold, tanto estressados quanto ndo estressados.
Também, o estresse ndo afeta a consisténcia destes perfis, pois tanto animais
que foram estressados quanto os que nao foram, tiveram ou nao sua
personalidade modificada. Contudo, dentro dos animais que tiveram sua
personalidade alterada, esta foi mais frequente nos individuos shy.

E provavel que as respostas ao estresse sejam o primeiro meio de lidar
com as pressdes causadas pelas mudancas ambientais inevitaveis que 0s
organismos estao sujeitos. Durante um estresse agudo, ocorre uma mobilizacao
de recursos metabolicos liberados para as funcgdes vitais do individuo, os quais
Sao essenciais para a sua sobrevivéncia (Moberg, 1985; Wendelaar-Bonga,

1997), havendo poucas duvidas quanto ao significado adaptativo desta resposta
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neuroendocrina sobre a sobrevivéncia a curto prazo (Greenberg et al., 2002).
Entretanto, durante uma situacao de estresse cronico, o custo de manutencao
se torna significativo, reduzindo o escopo de atividade metabdlica, o que justifica
e valida nossa metodologia utilizada nos animais estressados, pois peixes deste
grupo apresentaram menor crescimento do que peixes do grupo controle,
indicando assim um déficit na atividade metabdlica dos individuos cronicamente
estressados.

Contudo, nossos resultados também mostram que durante a situacao de
estresse agudo (2 dias de estresse), os animais tém uma resposta alterada em
relacdo a aprendizagem do condicionamento (Figura 2), o que demonstra uma
deturpacdo nessa resposta, com retardo em uma quantidade significativa de
animais para responderem ao estimulo condicionado. Tais achados discordam
da nossa hipétese e da grande maioria dos estudos que investigaram
especificamente os efeitos da duracdo mais curta dos periodos de estresse no
funcionamento cognitivo, principalmente focados no estresse agudo. Por
exemplo, em ratas, o0 estresse de curto prazo aumentou a resposta de memoéria
(Bowman et al., 2009). Em outro estudo com ratos, o estresse agudo nao afetou
o desempenho da memoria (Luine et al., 1996; McLaughlin et al., 2007). Em aves
da espécie Coturnix japonica, o estresse melhorou o desempenho cognitivo
destes animais (Calandreau et al., 2011). Entretanto, apesar de existir muitos
estudos em animais sobre esta questdo, em peixes pouco foi relatado. Em um
estudo com zebrafish (Danio rerio), foi encontrada uma resposta similar a nossa,
onde o estresse agudo afetou significativamente a memoria destes animais
(Gaikwad et al., 2011), enquanto que Piato et al. (2011a) encontraram que o

estresse agudo em zebrafish (Danio rerio) aumentou sua ansiedade, mas néo
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prejudicou a locomogdo ou a cognicdo destes animais. Apesar de existirem
controvérsias sobre o efeito do estresse agudo na memoaria (Shields et al., 2016),
nossos resultados corroboram a perspectiva de que este estresse realoca 0s
recursos de controle executivo da memoria de trabalho e da flexibilidade
cognitiva para a atencédo seletiva, a fim de focar o processamento em
informagdes atuais relevantes para o estresse (LeBlanc, 2009; Mather &
Sutherland, 2011). Nossos resultados mostram que o estresse agudo afetou a
memoria a curto prazo, onde uma memoria associada a alimentacdo foi
temporarimente inibida para que o animal lidasse com o estimulo estressor.
Assim, pode-se explicar o fato do efeito do estresse agudo na memoéria de curto
prazo e de como o estresse crénico ndo afetou a memdéria a longo prazo, até
pelo efeito da adaptacao.

Quanto ao estresse crénico, ha evidéncias que nessas condicfes seus
efeitos se multiplicam em cascata, podendo gerar consequéncias prejudiciais
para o organismo quando a homeostase nao € reestabelecida. No entanto, o que
pudemos observar em nosso trabalho, e que ndo corrobora com nossa hipotese,
€ que apesar do desgaste metabdlico, a memdéria de aprendizagem foi
preservada durante o estresse cronico. Esse fato é interessante, uma vez que
esta forma de estresse é frequentemente relatada como deletéria para o
desempenho da memdéria em mamiferos (De Kloet et al., 1999; Joéls et al., 2006;
Shors, 2006; Lindqvist & Jensen, 2009). Além disso, outros estudos tém
demonstrado que o estresse cronico afeta negativamente fungdes cognitivas nos
peixes. Por exemplo, estudos como o de Piato et al., 2011b e Chakravarty et al.,
2013 avaliaram os efeitos do estresse cronico em zebrafish (Danio rerio) e

encontraram que o estresse de forma imprevisivel e cronica aumentou 0s niveis
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de ansiedade, perturbou a interagdo social e aumentou os niveis de cortisol
destes animais e no segundo citado causou ansiedade e transtorno de humor
nos animais. Nossos achados, entretanto, mostram que a memdéria dos peixes,
ao contrario de outras fungdes cognitivas em geral, € conservada em situacfes
de estresse cronico.

Nossos resultados mostrando a consisténcia da memadria mesmo durante
estresse cronico podem levantar a questao de que efeitos adversos repetitivos
reduzem o escopo de atividade metabdlica, de forma que estes recursos
preservem a capacidade cognitiva relacionada a memoria. Este fato pode estar
relacionado a neurogénese destes animais, a qual consiste em um processo
integrado que envolve proliferacdo de células precursoras, remocao apoptética
e determinagdo do destino neuronal, seguido de maturacdo e migracdo para
longe da zona proliferativa (Aimone et al., 2014; Kempermann et al., 2015). Estes
neurdnios ainda imaturos sdo extremamente plasticos e podem integrar novas
informacgdes, possibilitando flexibilidade comportamental e cognitiva (Aimone et
al., 2006; Kropff et al., 2015; Opendak & Gould, 2015), que por sua vez € uma
base importante para a variacdo individual no comportamento. A taxa de
proliferacdo e a distribuicdo dessas zonas sdo limitadas em mamiferos em
comparacao aos peixes (Leyhausen et al., 1987; Zupanc & Horschke, 1995),
sendo que nestes Ultimos, ocorre uma regeneracdo robusta de neurdnios
individuais e areas cerebrais inteiras apés danos (Zupanc, 2008; Skaggs et al.,
2014). Isso poderia justificar a memaria estabilizada durante o estresse cronico
nestes animais, porém, precisando de estudos mais especificos neste contexto.

Em relacdo a variacdo individual de resposta ao estresse, onde

encontramos que individuos shy sdo mais susceptiveis aos efeitos do estresse
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que individuos bold (Figura 5), Overli & Sorensen, 2016, levantaram a hipotese
de que a neurogénese e a plasticidade neural estdo envolvidas na determinacao
dos limiares individuais para empregar estilos de enfrentamento contrastantes.
Um ambiente ameacador causa alteracdes neuroendocrinas, que por sua vez,
direciona a estratégia de enfrentamento adotada, diretamente no curto prazo ou
cronicamente, afetando a plasticidade neural (Sorensen et al., 2013; Puglisi-
Allegra & Andolina, 2015). Os individuos shy séo caracterizados por exibirem
niveis baixos de agressdo, comportamento de freezing, alta flexibilidade
comportamental e tomada de baixo risco. Em contraste, individuos bold e
proativos sao caracterizados por empregarem uma estratégia de "luta ou fuga"
quando estressados, e costumam ser agressivos, rigidos e rotineiros e
geralmente apresentam comportamentos de alto risco. Levando em conta estas
caracteristicas, podemos considerar que animais shy tiveram uma resposta
retardada no inicio de uma situacdo estressora em decorréncia do seu perfil.
Sendo assim, deve ser dada atencdo especial a hipétese de que a inibicdo
comportamental seja uma estratégia adaptativa sob condi¢cfes incontrolaveis e
imprevisiveis (Vindas et al., 2016) e, se esta hipétese se sustenta, a inibicdo
comportamental induzida pelo estresse pode ser caracterizada como estratégia
adaptativa de enfrentamento de peixes shy e ndo como efeito colateral

fisiopatologico do estresse.

Esta variacao individual no estilo de enfrentamento ao estresse aumenta
a nocédo de que tal plasticidade é um importante mecanismo adaptativo frente a
situacdes estressoras. Individuos shy sdo mais adaptaveis sob ameaca quando
as condi¢Bes sdo incontrolaveis e imprevisiveis, ou sob o estresse cronico,

engquanto que os estilos proativos, caracteristico de individuos bold podem ser
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mais vantajosos em situagdes previsiveis, de baixa ameaca, circunstancias de
baixo estresse (Wingfield, 2003; Sorensen et al., 2013). Entretanto, parece que
0s animais podem mudar seu estilo de enfrentamento "preferido”, dependendo
do contexto. Em um estudo com truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), a fome e
o transporte para um novo ambiente, em uma populacao de peixe de perfil shy
(neste estudo denominados como “reativos”), levaram estes animais a adotarem
um comportamento mais proativo (Ruiz-Gomez et al., 2011). O que nos mostra
que, ao invés de um fendtipo comportamental completamente predeterminado
que sera exibido em todas as circunstancias, ele pode se moldar ao ambiente.
Aqui vimos que, ao final do experimento, uma parcela significativa da amostra
de peixes testados expressou mudanca de personalidade, refletindo assim essa
flexibilidade na expressao da personalidade. Dentre os que mudaram de perfil,
houve mais peixes shy que bold, tanto em animais estressados como néo
estressados, 0 que demonstra que o estresse pode nao ter sido a causa
exclusiva desta alteracdo de perfil, corroborando o fato de a plasticidade ser uma
caracteristica mais marcante da personalidade shy, podendo estes animais

serem mais adaptaveis a variagdes em seu ambiente que individuos bold.

Concluimos que em tilapia-do-Nilo a memdéria é deturpada quando
estressada de forma aguda. Entretanto, se tal estresse prossegue ao longo do
tempo, 0s animais se ajustam e nao sao mais afetados pelo estresse em relagéo
a memoria de aprendizagem. Além disso, animais com perfil shy sdo mais
afetados pelo estresse agudo que animais com perfil bold, o que pode
representar uma estratégia adaptativa de enfrentamento a uma situacéo
estressora pelos animais shy, sendo mais cautelosos em situacdes

imprevisiveis. Também, como uma parcela consideravel dos animais mudou de
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personalidade ao longo do experimento, independentemente do estresse
envolvido, sendo esta uma resposta mais frequente em peixes shy, tal fato pode
indicar flexibilidade nas respostas associadas ao perfil de personalidade dos
individuos ao longo do tempo, especialmente em peixes shy. Tal achado deve
ser melhor investigado em estudos futuros e também que ha necessidade de
cautela ao classificar a personalidade dos peixes e considera-la imutavel ao

longo do tempo.
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Capitulo 2

Jato de 4gua: um método simples para condicionamento classico em

peixes

Introducéo

A aprendizagem nos animais € uma mudanca de comportamento que
ocorre de acordo com as experiéncias pelas quais os individuos passam, sendo
gque o comportamento aprendido passa a ser codificado através da memoria
(Kandel et al., 2014). Um individuo néo seria capaz de compreender o mundo ao
seu redor ou até mesmo desenvolver simples atividades rotineiras sem o
aprendizado e a memoria, sendo estes essenciais para a sobrevivéncia tanto de
pessoas como de animais. Resumidamente, a memoéria pode ser dividida de
duas formas: memoria de curto prazo, com duracdo de segundos a horas e
memoria de longo prazo, desde dias até uma vida inteira. A memoaria de curto
prazo pode ser convertida seletivamente, ao longo do tempo, em memdéria de
longo prazo, e esta, dividida em outras duas formas: explicita (consciente) ou
implicita (subconsciente) (Bailey et al., 1996; Kandel et al., 2014). A memoria
explicita é altamente flexivel, permitindo a associacdo de mdultiplos fragmentos
de informacao sob diferentes circunstancias, jA a memaria implicita, permanece
fortemente dependente das condi¢cbes originais sob as quais se deu o
aprendizado (Bailey et al., 1996; Kandel et al., 2014). Na memaria de longo prazo
implicita temos o armazenamento de informac¢fes que normalmente sao

adquiridas sem esforgo consciente e que orientam o comportamento de modo
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inconsciente, sendo também a base do aprendizado de habitos ou do

condicionamento classico (Kandel et al., 2014).

O condicionamento € um processo de aprendizagem que inclui a
modificacdo da ocorréncia de comportamentos com base nos efeitos do binémio
“estimulo-resposta“ sobre o sistema nervoso central dos seres vivos (Lieberman,
2000). Quando um determinado comportamento, que € expressado
naturalmente na presenca de um estimulo biologicamente relevante (e.g.
salivacdo na presenca de alimento suculento), fica sob o controle de um estimulo
previamente neutro apds um treino especifico (e.g. salivacdo na presenca de
som especifico que foi condicionado), temos a ocorréncia de condicionamento

classico.

Tal condicionamento foi descrito primeiramente, em 1927, por Ivan
Petrovich Pavlov, e por esta razdo, o condicionamento classico pode também
ser encontrado como condicionamento Pavloviano. Nesse tipo de
condicionamento, a associacdo aprendida entre estimulos biologicamente
relevantes (estimulos incondicionados) e estimulos inicialmente neutros
(estimulos condicionados) induz uma resposta condicionada (Lieberman, 2000),
como no exemplo acima (salivacdo na presenca de som especifico que foi
condicionado). Assim, vemos que o condicionamento classico nada mais € do
que uma forma de aprendizagem associativa de uma relacdo entre dois
estimulos, sendo que a memoaria implicita (subconsciente), um tipo de memoria
de longo prazo que permite o armazenamento de informac¢des normalmente
adquiridas sem esfor¢co consciente, é a base desse tipo de condicionamento

(Kandel et al., 2014).
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O condicionamento classico é frequentemente utilizado como modelo
para experimentos que envolvem principalmente o teste de questdes cognitivas
em diversas espécies de animais, principalmente em mamiferos (Steinmetz et
al., 1986, 1989; Thompson, 1990; Kim et al., 1995; Freeman & Rabinak, 2004;
Boele et al., 2010; Yang et al., 2015). Até recentemente, a possibilidade de que
peixes fossem capazes deste tipo de aprendizagem era geralmente ignorada.
Entretanto, um crescente interesse na cogni¢cao dos peixes tem revelado que
sua capacidade de aprendizagem € maior do que se acreditava (Laland et al.,
2003; Brown et al., 2006). Estudos tém demonstrado que, assim como 0S
mamiferos, os peixes sdo capazes de associar estimulos (Bratland et al., 2010;
Nilsson et al., 2007; Moreira & Volpato, 2004) e expressar resposta de memaoria
por tal associagéo (Yue et al., 2008; Doyle et al., 2017). Tal fato faz sentido, uma
vez que na maioria dos ambientes aquaticos, a complexidade da paisagem fisica
associada a necessidade de localizar, por exemplo, abrigos, areas com
alimentos ou locais com predadores exemplificam o valor adaptativo da
capacidade de aprendizagem nesses ambientes. Nesse cendrio, a ocorréncia de
condicionamento classico foi mais recentemente demonstrada em diversos
estudos com espécies de peixes, como por exemplo: zebrafish (Danio rerio)
(Manabe et al., 2013; Doyle et al., 2017), St. Peter’s (Sarotherodon galilaeus)
(Zion et al., 2011a, 2011b), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Colson et al.,
2015), salmé@o do Atlantico (Salmo salar) (Bratland et al., 2010) e Dourada

(Sparus aurata) (Folkedal et al., 2018).

Em tais estudos, geralmente o estimulo condicionado € algum tipo de luz
e/ou som, que sao testados em grupos de peixes com enfoque de facilitar o

manejo desses animais (Moreira & Volpato, 2004; Bratland et al., 2010; Zion &
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Barki, 2012; Folkedal et al.,, 2018). Entretanto, quando extrapolamos esse
método de condicionamento para experimentos realizados com énfase em
avaliar caracteristicas individuais de resposta, tais como entender 0 mecanismo
da aprendizagem, a eficacia de tal método de condicionamento pode ficar
comprometida. Esse fato é ainda mais significativo considerando que
experimentos realizados em laboratério podem incluir o teste em animais
mantidos em aquérios ou ambientes pequenos e/ou proximos uns dos outros
(e.g. Yue et al.,, 2004 e Braubach et al., 2009). Quando pensamos que um
estimulo tanto visual quanto acustico pode ser percebido pelo peixe que se
encontra no aquario préximo ao que esta sendo condicionado, é facil imaginar
que o condicionamento dos aquarios ao redor estara sobre influéncia do estimulo
em momentos que nao deveriam estar, assim influenciando na resposta

condicionada.

Nesse contexto, buscar outros estimulos condiciondveis que sejam
facilmente aplicAveis na pratica e, principalmente, que nao interfiram em
aguarios proximos é fundamental para a realizacdo de experimentos nas
condicbes mais restritas dos laboratérios. Assim, considerando que a
movimentacao localizada da agua seria um estimulo facilmente aplicavel que
nao deve interferir em outros aquarios por menores e mais proOXimos que
estejam, aqui nosso objetivo foi avaliar se tal estimulo pode ser condicionado no
peixe tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), ou seja, se essa espécie € capaz
de associar a movimentacdo localizada da &gua com um estimulo
biologicamente relevante. Além disso, também avaliamos se tal efeito se

mantém consistentemente ao logo do tempo, ou seja, ha memoria do animal.
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Assim, aqui propomos o teste de um novo método de condicionamento classico

de facil aplicacdo para peixes em laboratorios de pesquisa.

Material e Métodos

Animais e condi¢cdes de manutencgéo

Utilizamos juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) provenientes
de piscicultura, que foram aclimatados por 30 dias consecutivos em tanques de
500 L (6 peixes/L; T°C: 24°+1°C; pH: ~ 6,5; fotoperiodo: 12L:12D) antes dos
procedimentos experimentais. Os tanques foram providos com aeragao continua
e biofiltros, além de tubos de PVC que funcionaram como tocas para 0s animais.
Além disso, os tanques foram sifonados diariamente para remocéao de restos de
alimento e fezes. Nessas condicfes, os peixes foram alimentados uma vez ao
dia com racdo comercial para peixes tropicais (38% de proteina bruta) até a
saciedade. A presenca dos biofiltros associada a sifonagem regular dos tanques
manteve uma boa qualidade da agua, com niveis de nitrito e aménia mantidos

abaixo de 0,05 mg/L e 0,5 mg/L, respectivamente.

Delineamento Geral

Para condicionar os peixes (n = 10) & movimentacao localizada da agua
em seus respectivos aquarios, aplicamos um jato de agua, sempre de mesma
duracéo e intensidade, seguido pela insercédo de um pellet de ragdo no mesmo
local por 20 dias consecutivos, 4 vezes ao dia. Assim, a movimentacgao local da

adgua do aquario gerada pela aplicacdo do jato seria 0 estimulo condicionado
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enquanto que o pellet de racdo seria o estimulo incondicionado. Em cada teste,
registramos a laténcia dos animais para responderem ao movimento da agua.
Apés esse periodo de condicionamento (20 dias), testes de memoria (aplicacao
do jato para movimentacdo da dgua uma Unica vez apdés certo intervalo de
tempo) foram realizados em intervalos pré-definidos para avaliar se a resposta

dos peixes se manteve ao longo do tempo.

Procedimentos especificos

Os peixes foram capturados nos tanques e individualizadas em aquérios
de 20| (40 cm x 20 cm x 25 cm) que permaneciam em uma estante coberta com
lona preta (regido posterior da estante) a fim de prevenir a visualizagcdo de
entrada, saida e movimentacdo do pesquisador pelos animais. Nessa lona
haviam furos separados na altura de cada aquario, onde foram introduzidas
mangueiras individuais (8 mm de didmetro). As mangueiras foram distribuidas
de forma aleatéria quanto a posi¢cdo em relacdo a superficie do aquério para
evitar problemas de lateralizacdo (e.g. influéncia de tendéncias prévias dos
individuos por um determinado lado). Nos testes de condicionamento realizados
em cada dia (intervalo de 2,5 h entre um teste e outro num mesmo dia), um jato
de agua com cerca de 3 ml foi injetado nas mangueiras com ligacao aos
respectivos aquarios, de forma a movimentar a agua dos aquarios naquele local
especifico onde chegava a mangueira. Em seguida, 15 s apés a aplicacdo do
jato, um pellet de racao foi introduzido pela mesma mangueira e, portanto, no
mesmo local especifico onde o jato havia sido aplicado causando a
movimentacao da agua. Todos os testes foram filmados durante 5 min e, a partir

dessas filmagens, posteriormente registramos a laténcia de reacdo de cada
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peixe ao movimento da agua e consequente ingestdo do pellet de racdo. Os
peixes foram considerados como condicionados a movimentagdo da agua
causada pela aplicacao do jato a partir do momento em que responderam com
laténcia 0 s a essa movimentacao e mantiveram essa resposta até o ultimo dia

do teste de condicionamento.

Apés o 20° dia de teste de condicionamento, realizamos testes de
memoria com intervalos de 2, 4, 8 e 16 dias, ou seja, nos dias 2, 4, 8, 16 e 32
apos os testes de condicionamento para avaliar se a resposta dos peixes em
funcdo da associacdo entre a movimentacdo da dgua com a insercdo do pellet
de racao foi mantida ao longo do tempo. A escolha dos intervalos de tempo para
avaliar a memoéria dos peixes foi baseada em Doyle et al. (2017). Para esses
testes, os peixes foram expostos ao estimulo ao qual foram condicionados
(movimentacdo da agua por meio de um jato de 3 ml), mas sem receberem a
recompensa alimentar associada (pellet de racéo). Esses testes também foram
filmados por 5 min e, posteriormente, registramos a laténcia de resposta dos

animais apds a movimentacdo da agua a partir dessas filmagens.

Andlises dos dados

Utilizamos os dados de laténcia de resposta a movimentacdo da agua
causada pelo jato para construir a curva de aprendizagem por dia de teste (20
dias de teste de condicionamento) e também por teste (4 testes por dia = total
de 80 testes). Além disso, em cada dia de teste, calculamos a porcentagem de
peixes condicionados, ou seja, aqueles que responderam com laténcia 0 s no

dia e mantiveram essa resposta até o final dos testes de condicionamento. Nos
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testes de memaria, avaliamos se a laténcia de resposta a movimentagéo da agua
causada pelo jato manteve-se inequivocamente como 0 s ao longo dos dias ap6s

0S animais estarem condicionados.

Resultados

Todos os peixes foram condicionados pelo movimento da agua causado
pela aplicacdo do jato. Os primeiros peixes (n=2) que foram condicionados
apresentaram essa resposta no sétimo dia de teste (Tabela 1), sendo que em
apenas 10 dias de teste, mais da metade dos animais (n=6 de um total de 10) ja
estavam condicionados a movimentacao da agua (Tabela 1). No décimo quarto
dia de teste, todos os peixes expressaram clara resposta de condicionamento a
movimentacdo da agua (Tabela 1). A curva de aprendizagem dos peixes,
considerando os dados médios dos individuos em cada teste ou em cada dia (4

testes por dia), pode ser acompanhada na Figura 1.
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Tabela 1: Porcentagem de peixes condicionados em relagdo aos dias do

experimento, sendo que 100% dos peixes ja estavam condicionados a partir do

14° dia.

Dia do Experimento

% de peixes condicionados

% total de peixes condicionados

1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 20 20
8 10 30
9 10 40
10 20 60
11 0 60
12 0 60
13 0 60
14 40 100
(a)
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(b)
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Figura 1. Curvas de aprendizagem para a resposta ao movimento da agua
(laténcia) — estimulo condicionado — apés a aplicacdo do jato. (a) Dados
considerando todos os testes realizados ao longo de 20 dias. (b) Dados

considerando as médias diarias de resposta da laténcia ao longo dos 20 dias.

Com relacdo aos testes de memodria, 0s peixes sempre responderam
positivamente. Ou seja, em cada um dos dias de teste (dias 2, 4, 8, 16 e 32 apds
os testes de condicionamento), a laténcia de resposta ao movimento da agua

gerada pelo jato foi sempre de 0 s para todos os individuos testados.

Discussao

Nesse estudo, desenvolvemos uma nova metodologia para realizar
condicionamento classico em peixes que pode ser facilmente aplicada em
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aquarios pequenos e proximos sem que haja interferéncia da aplicacdo do
estimulo. Tal metodologia envolve o movimento da agua como estimulo
condicionado e o alimento como estimulo incondicionado. Com essa
metodologia, vimos que, em no maximo 14 dias de condicionamento, todos 0s
peixes aprenderam a associar esses estimulos, demonstrando assim que a
movimentacao da 4gua é eficaz para o condicionamento da tildpia-do-Nilo. Além
disso, todos os individuos foram capazes de reter e recuperar a memoria
associativa em até 32 dias ap6s o condicionamento, indicando assim a retencdo

da resposta condicionada ha memoria dos peixes.

A aprendizagem por condicionamento classico é frequentemente utilizada
em estudos que envolvem guestdes cognitivas (Moreira & Volpato, 2004; Nilsson
et al., 2007; Braubach et al., 2009; Nordgreen et al., 2009; Roy & Bhat, 2016;
Kenney et al., 2017) ou até mesmo para facilitar manejo, e/ou outras
intervencdes em criacfes de animais (Bratland et al., 2010; Zion & Barki, 2012;
Folkedal et al., 2018). Nesse cenario, a metodologia que empregamos aqui para
condicionamento classico na tilapia-do-Nilo mostrou que a movimentacdo da

agua pode ser uma ferramenta eficiente para condicionar peixes.

Além disso, nossa técnica foi de simples aplicacdo e baixo custo,
necessitando de materiais facilmente encontrados (mangueira, lona e seringa),
e com o minimo de interferéncia no bem-estar destes animais, provocado pelo
isolamento social que é necessario nestes experimentos. A demonstracédo da
eficacia dessa nova metodologia € ainda mais relevante quando vemos 0s
problemas envolvidos com estimulos tradicionais utilizados para
condicionamento classico em peixes. Em tais estudos, frequentemente os

autores utilizam luz ou som como estimulos condicionados, o que pode dificultar
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0 processo de experimentacao especialmente em ambientes menores como 0s
laboratérios, envolvendo peixes individualizados que frequentemente
permanecem em aquarios pequenos e préximos. Por exemplo, Yue et al. (2004),
utilizou luz como estimulo condicionado em experimentos com truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), e, para isso, teve que transferir os animais de um
aquario para outro durante os testes para isolar o estimulo. Tal fato, além de
representar uma fonte de estresse para os peixes (Wendelaar-Bonga, 1997),
permitiu testar somente 6 peixes por dia. Nilsson et al. (2007) condicionaram
Bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) com estimulo visual, dificultando assim o
isolamento destes animais durante o experimento, causando a necessidade de
retira-los do tanque e anestesia-los para aplicar uma marcacao individual. Além
disso, frequéncias sonoras que se propagam facilmente no meio aquatico e sao
frequentemente utilizadas para condicionar os peixes em ambientes maiores (ver
revisdo Zion & Barki, 2012) podem facilmente interferir na resposta ao
condicionamento desses animais quando em ambientes menores. Nesse
cenario, a metodologia que propomos aqui elimina os problemas descritos acima
de se usar luz ou som para condicionar os peixes, pois 0 estimulo condicionado,
movimentacdo da agua, é facilmente isolado de outros aquéarios ou tanques,

evitando assim o viés da interferéncia do estimulo condicionado.

Quando os animais aprendem algo novo (via condicionamento ou néo),
uma forma de avaliarmos o quéo consolidada foi essa aprendizagem é através
da avaliacdo da memoria dos individuos. A memoria foi relatada em peixes (Yue
et al., 2004; Nilsson et al., 2007; Doyle et al., 2017), tendo sido demonstrada em
relacdo a diferentes estimulos e contextos. Isso mostra a importancia deste traco

para esses animais, como por exemplo na memoaria de locais espaciais (Odling-
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Smee & Braithwaite, 2003), reconhecimento de predador em potencial (Mesquita
& Young, 2007) e reconhecimento de coespecificos (Madeira & Oliveira, 2017).
Aqui demonstramos que a tilapia-do-Nilo € capaz de se lembrar por até 32 dias
da movimenta¢do da 4gua como estimulo condicionado e responder de acordo.

Tal fato demonstra a eficacia da metodologia empregada.

Concluimos que a simples movimentacdo da agua causada por um jato é
uma metodologia eficiente para condicionar a tilapia-do-Nilo. Isso €
especialmente vantajoso quando o condicionamento € realizado em ambientes
mais restritos, ou seja, quando interferéncias causadas por outros tipos de
estimulos, tais como luz ou som, podem dificultar ou mesmo inviabilizar
experimentos que exijam tal tipo de condicionamento em peixes. Ainda, a tilapia-
do-Nilo reteve a aprendizagem ao longo do tempo (por até 32 dias), isso reforca
a eficacia da metodologia proposta, enfatizando sua aplicabilidade em termos

praticos.
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Abstract

Classical conditioning is a learning procedure involving a biologically relevant
stimulus paired with a previously neutral stimulus for an animal. In fish, light and
sound are frequently used as previously neutral stimuli for conditioning tests.
However, such stimuli may influence the responses of fish in nearby aquariums.
Here we developed a simple and easily applicable methodology for classical
conditioning in fish that prevent this kind of influence. We isolated fish in individual
aguariums and introduced a water jet causing localized water movement,
followed by the introduction of a food pellet. These procedures were repeated for
each fish during 20 days. After 14 days, all fish were conditioned. Moreover, in
subsequent memory tests conducted in up to 32 days after conditioning

procedures, fish responded accordingly. These findings corroborate the
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effectiveness of the method tested here. Thus, we suggest that a simple water

jet is a useful and reliable tool for fish conditioning in future studies.

Keywords: fish learning, water jet, classical conditioning, memory
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Introduction

Conditioning is a learning process that includes behavioural changes
based on the effects of the binomial “stimulus-response” on the central nervous
system of animals (Lieberman, 2000). Classical conditioning, described in 1927
by Ivan Pavlov, occurs in situations when a certain behaviour naturally expressed
in the presence of a biologically relevant stimulus (e.g. salivation with juicy food),
is also expressed in the presence of a previously neutral stimulus after a specific
training (e.g. salivation when an specific sound is presented). The basis for this
learning process is implicit (subconscious) memory (Kandel et al., 2014), which
is a kind of long-term memory that remains strongly dependent of the original
conditions under which the learning happened (Bailey et al., 1996; Kandel et al.,

2014).

This kind of conditioning is frequently used in experiments involving
cognitive issues, especially in mammals (Steinmetz et al., 1986, 1989; Kim et al.,
1995; Freeman & Rabinak, 2004; Boele et al., 2010; Yang et al., 2015). However,
studies have shown that, such as mammals, fish are able not only to associate
stimuli (Moreira & Volpato, 2004; Nilsson et al., 2007; Bratland et al., 2010), but
also express memory responses (Yue et al., 2008; Doyle et al., 2017), which is
fundamental for any learning process. This fact makes sense, once in most
aguatic environments the complexity of surroundings is associated with the need
to locate shelters, food areas, predators, etc, thus exemplifying the adaptive value
of learning ability in these environments. In this scenario, the occurrence of
classical conditioning was recently demonstrated in several studies with fish
species, such as zebrafish (Danio rerio) (Manabe et al., 2013; Doyle et al., 2017),

St. Peter’s fish (Sarotherodon galilgeus) (Zion et al., 2011a, 2011b), Atlantic
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salmon (Salmo salar) (Bratland et al., 2010) and Dourada (Sparus aurata)

(Folkedal et al., 2018).

In these studies, the conditioned stimulus is usually some sort of light
and/or sound, tested in groups of fish aiming to facilitate the management of
these animals (Moreira & Volpato, 2004; Bratland et al., 2010; Zion & Barki, 2012;
Folkedal et al., 2018). However, when performing experiments to evaluate
individual responses (e.g. understanding learning mechanisms), the
effectiveness of such conditioning method may be compromised. This is even
more relevant when considering that laboratory experiments may involve animals
kept in aquariums or small and/or closed environments (e.g. Yue et al., 2004 and
Braubach et al., 2009). In these situations, visual or acoustic stimuli can be easily
noticed by the fish in the aquarium next to the one being conditioned, thus

compromising the conditioned response of fish.

In this context, finding other conditioning stimuli that is easily applicable
and do not interfere with nearby aquariums is fundamental for experiments with
fish conducted in more restricted conditions, as laboratories. Considering that the
localized movement of the water is an easily applicable stimulus that should not
interfere with other aquariums, regardless their size and closeness, here we
evaluated whether such a stimulus can be classically conditioned in the fish Nile
tilapia (Oreochromis niloticus). We also evaluated whether this response is

consistently maintained over time in the animal’s memory.

Material & Methods

Animals and maintenance conditions
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We used juvenile Nile tilapia (Oreochromis niloticus) from hatchery, which
were acclimatized for 30 consecutive days in 500 L tanks (6 fish/L, T°C: 29°+1°C,;
photoperiod: 12L:12D) before the experimental procedures. Tanks were supplied
with continuous aeration, biofilters and PVC pipes that worked as animal shelters
and were daily siphoned. Under these conditions, fish were fed once a day with
commercial food for tropical fish (38% crude protein). The water quality was
maintained with nitrite and ammonia levels below 0.05 mg/L and 0.5 mg/L,

respectively.

Experimental Design

We applied a water jet, always of the same duration and intensity, followed
by a food pellet in the same place to condition fish (n = 10) to the localized water
movement. This procedure was repeated 4 times a day for 20 consecutive days.
Thus, the localized water movement caused by the jet application was used as
the conditioned stimulus whereas the food pellet was the unconditioned stimulus.
In each test, we recorded the latency response of the animals to the water
movement. After this conditioning period (20 days), memory tests (application of
the water jet only once and not followed by food pellet) were performed at
predefined intervals to evaluate whether the fish response was maintained over

time.

Specific Procedures

Fish were individualized in 20 L (40 x 20 x 25 cm) aquariums with

continuous aeration. Such aquariums were daily siphoned and remained on a
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shelf partially covered with black tarpaulin to prevent animals to perceive
movements of researchers. There were separated holes in the tarpaulin at the
height of each aquarium, where individual hoses (8 mm of diameter) were
introduced. The position of the hoses over the aquariums surface was random to

prevent lateralization (previous individual trends on a particular side) influences.

In the conditioning tests performed each day (2,5 h interval between tests
on a same day), a water jet of 3 ml was injected into the hoses over the respective
aguariums to move the water only in the specific place where the hose came
from. Then, 15 s after this, a food pellet was introduced by the same hose and
therefore in the same specific place. All the tests were filmed for 5 min and, from
these films, we recorded the latency response of each fish to water movement
and the consequent intake of the food pellet. Fish were considered conditioned
when they responded with latency 0 s to the water movement and maintained this

response until the last test day of conditioning.

After the 20™ conditioning test day, we performed memory tests with
intervals of 2, 4, 8 and 16 days (on days 2, 4, 8, 16 and 32 after the conditioning
tests), to evaluate if the fish response of association between the water
movement and the food pellet was maintained over time. The selected time
intervals to evaluate fish memory were based on Doyle et al. (2017). For these
memory tests, fish were exposed to the stimulus to which they were conditioned
(water movement caused by 3 ml of water jet), but without receiving the
associated food reward (food pellet). These tests were also filmed for 5 min and,
from these films, we recorded the latency response of the animals after the water

movement.
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Data Analysis

We used the data of latency response to the water movement during
conditioning tests to make the learning curve per test day (20 days) and per test
(4 tests per day = total 80 tests). We also calculated the percentage of
conditioned fish on each test day, that is, those fish that responded with latency
0 s on the day and maintained this response over the remaining conditioning test
days. In memory tests, we evaluated whether the latency response to water
movement remained unambiguously as 0 s throughout the days after the animals

were conditioned.

Results

All tested fish were conditioned by the water movement caused by the
water jet. The first conditioned fish (n = 2; 20%) expressed such response on the
7t test day (Table 1). In only 10 test days, more than half of the animals (n = 6;
60%) was already conditioned to water movement (Table 1). From the 14™ test
day, all fish were already expressing clearly conditioned responses to water
movement (Table 1). The learning curve of fish, considering the average data of
individuals in each test day or each test (4 tests per day) is represented in Figure

1.
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Table 1: Percentage of conditioned fish in each test day (daily and cumulative

data). All fish (100%) were already conditioned after day 14.

Experiment Day % of conditioned fish % total of conditioned fish
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 20 20
8 10 30
9 10 40
10 20 60
11 0 60
12 0 60
13 0 60
14 40 100
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(b)
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Figure 1. Learning curves for the response (latency) to water movement, the
conditioned stimulus, after the application of the water jet. (a) Data considering
all tests performed over 20 consecutive days. (b) Data considering daily averages

(4 tests per day) of latency response over the 20 consecutive days.

Considering the memory tests, fish always responded positively. That is,
on each test day (days 2, 4, 8, 16 and 32 after the conditioning tests), the latency

of response to the water movement was always 0 s for all tested individuals.

Discussion

Here we demonstrate a new methodology to perform classic conditioning
in fish, which can be easily applied without causing any interference from the

application of the stimulus in small and nearby aquariums. Such methodology
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involves the movement of water as conditioned stimulus and food as
unconditioned stimulus. Based on our results, in only two weeks of conditioning
tests all fish learned to associate these stimuli, thus demonstrating that this new
methodology is effective for the conditioning of Nile tilapia fish. In addition, all
individuals were able to retain and recover associative memory within 32 days
after conditioning procedures, thus indicating the retention of the conditioned

response in fish’s memory.

Classical conditioning is a learning process often used in studies involving
cognitive issues (Moreira & Volpato, 2004; Nilsson et al., 2007; Braubach et al.,
2009; Nordgreen et al., 2009; Roy & Bath, 2016; Kenney et al., 2017) or even to
facilitate management and/or other animal husbandry interventions (Bratland et
al., 2010; Zion & Barki, 2012; Folkedal et al., 2018). Thus, the easy methodology
used here based on water movement as conditioned stimulus is simple to apply
and of low cost, requiring only readily available materials and thus, could be easily
used in experiments involving cognitive issues or to facilitate management of fish.
The demonstration of the effectiveness of this new methodology for classical
conditioning in fish is even more relevant considering the problems involved with

traditional stimuli frequently used.

Light or sound are frequently used as conditioned stimuli for fish, which
may impair the experimentation procedures in laboratories when experiments
involve individualized fish in small and nearby aquariums. For example, Yue et
al. (2004) used light as conditioned stimulus in experiments with rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss), and had to transfer fish between aquariums during the
tests to isolate the stimulus. Such fact, besides representing a source of stress

for fish (Wendelaar-Bonga, 1997), allowed testing only 6 fish per day. Nilsson et
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al. (2007) conditioned Atlantic codfish (Gadus morhua) with visual stimulus,
making it difficult to isolate these animals during the experiment, which were then
removed from tanks and anesthetized to apply individual marking. Furthermore,
sound frequencies that easily propagate in the water and are also frequently used
to condition fish in larges environments (see review Zion & Barki, 2012) may
biases the conditioning response of fish when in smaller environments. Thus, as
the conditioning methodology proposed here prevents the problems described
above as water movement is easily isolated from other aquariums, it

demonstrates to be a useful tool for fish conditioning.

When animals learn something new, one way of evaluating the learning
consolidation is by assessing the memory of individuals. Memory was reported in
fish (Yue et al., 2004; Nilsson et al., 2007; Doyle et al., 2017) and has been
demonstrated in relation to different stimuli and contexts. Here we demonstrated
that Nile tilapia remember of water movement as a conditioned stimulus and
respond accordingly for up to 32 days. This fact demonstrates the effectiveness
of the methodology employed here. Thus, we conclude that the simple movement
of water caused by a jet is an efficient methodology for conditioning fish, which is
especially advantageous when conditioning is performed in more restricted
environments, when interferences caused by other stimuli, as light or sound, can

make it difficult to perform experiments.
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